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RESUMEN

En los vertebrados hay una eleccion entre dos programas de determinacion del
sexo, el femenino o el masculino, en respuesta a una senal inicial. El control de la
determinacion del sexo puede estar influido por factores géneticos o por factores
ambientales. En la tortuga marina Lepidochelys ofivacea la determinacion dei sexo
depende de la temperatura de incubacion: los embriones gue se incuban a 26°C,
se determinan como machos (temperatura masculinizante, TM) y los embriones
que se incuban a 33°C, se determinan como hembras (temp'eratura feminizante,
TF). El periodo sensible a la temperatura en L. olivacea abarca de las etapas de
desarrollo 20 a 25. En el presente trabajo se estudié la expresion de los genes
Sox9, Dax1 y de la aromatasa P-450 en tejidos embrionarios de L. olivacea en
distintas etapas del desarrolio embrionario, empleando la técnica de RT-PCR. E!
patrén de expresiéon de Sox9 en las gonadas muestra una regulacion negativa a
TF en la etapa 25, mientras que a TM se expresa en todas las etapas estudiadas.
En el cerebro Sox9 se expresa tanto en cerebro anterior (telencéfalo y bulbo
olfatorio) como en cerebro posterior (diencéfalo y mesencéfalo) a ambas
temperaturas, en todas las etapas analizadas. La expresion de Dax? en gdnada
es similar en todas las etapas estudiadas a TF, mientras que a TM su expresion
disminuye a partir de la etapa 26. El nivel de expresion del gen de la aromatasa P-
450 en goénadas es similar a TM y TF en todas las etapas estudiadas. En el
cerebro se expresa en ambas regiones en niveles semejantes tanto a TM como a
TE. Las conclusiones de la presente tesis son las siguientes: Se sugiere que en la
tortuga marina L. olivacea, el sexo que se determina de forma pasiva es el
masculino. La temperatura de incubacion tiene efecto sobre la expresion de los
genes Sox9 y Dax? en la gonada, éstos podrian formar parte de la cascada de
genes que regulan la diferenciacion gonadal en L. olivacea. La regulacion de la
expresion de la aromatasa P-450 puede ser a nivel postranscripcional. La
temperatura de incubacioén no tiene efecto sobre la expresion de los genes Sox9 y

de la aromatasa P-450 en el cerebro.




ABSTRACT

In vertebrates there exist two different sex determination programs, in response to
an initial signal. Sex determination can be controlled by genetic factors or by
enviromental factors. In the sea turtle Lepidochelys olivacea, sex determination
depends on the temperature of egg incubation (TSD). In this species, the male
promoting temperature (MPT) is 26°C, and the female promoting temperature
(FPT) is 33°C. The thermosensitive period in L. olivacea covers the developmental
stages 20 to 25. In the present study we analyze the expression of Sox9, Dax1
and P-450 aromatase using the RT-PCR technique. The Sox9 expression profile
shows a downregulation in FPT at developmental stage 25. Sox9 was detected in
gonads at both temperatures up to stage 25. From stage 26 onwards, Sox9
transcripts were undetected in female gonads, but its expression remained in
testis. In brain Sox9 expression was detected in both analyzed analyzed regions
(telencephalon and diencephalon) and at both temperatures in all the stages. Dax1
transcripts were detected in gonads at FPT at similar levels in all the stages
studied, at MPT the Dax1 level expression decreases at stage 26. The expression
level of P-450 aromatase was very similar in gonads at both temperatures (MPT
and FPT). In brain the P-450 aromatase expression was also very' similar between
both regions studied and at both temperatures. The main conclusions of this work
are the following: In the sea turtle L. ofivacea , the male sex is determined in a
passive form. The temperature of egg incubation has an effect in the expression of
the genes Sox9 and Dax1 in the gonads, these genes are probably part of the
genetic pathway of gonadal diferentiation. The P-450 aromatase expression shows
a postranscriptional regulation. The temperature of egg incubation has no effect in

the expression of the genes Sox9 and P-450 aromatase in the brain.



1. INTRODUCCION

La tortuga marina Lepidochelys olivacea, conocida comunmente como tortuga
golfina, anida en México en las playas del Pacifico. Sus principales sitios de
anidacion se encuentran en los estados de Michoacan y Oaxaca (Benabib y Cruz,
1981). La Convencion Internacional para el Trafico de Especies en Riesgo
(CITES) considera a la tortuga golfina que anida en nuestras costas, como una
especie amenzada, pero no en peligro de extincién. La tortuga golfina presenta
determinacion del sexo dependiente de temperatura, es decir los embriones que
se incuban a 26-27°C (temperatura masculinizante, TM), se determinan como
machos y los embriones que se incuban a 32-33°C, (temperatura feminizante, TF),
se determinan como hembras. Es un excelente modelo para estudiar el desarrollo
gonadal porque se pueden modificar la temperatura de incubacion y saber de
antemano cual sera el sexo del embrion. Merchant y colaboradores han trabajado
en esta especie por mas de diez afios, estudiando la histologia de la gonada en
diferentes etapas de desarrollo (Merchant ef al, 1989), estableciendo las
temperaturas masculinizante y feminizante (Merchant et al., 1989) y definiendo el
periodo sensible a la temperatura (Merchant et al., 1997). Actualmente se estan
estudiando los mecanismos celulares y moleculares que participan en la

determinacién del sexo en esta especie.
2. ANTECEDENTES

La diferenciacién del sexo es una cascada de eventos genéticos y hormonales en
los cuales la gbénada indiferenciada se desarrolla como un ovaric o como un
testiculo. La determinacion del sexo es el evento que pone en marcha este
proceso a nivel molecular.

En los vertebrados hay una eleccién entre dos programas de determinacion del
sexo, el femenino o el masculino, en respuesta a una sefial inicial. La

determinacion del sexo puede estar influida por factores géneticos (GSD: Genetic
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sex determination) (Witschi, 1959; Ohne, 1967) o por factores ambientales (ESD:
Enviromental sex determination) (Bull,1980). En el primer mecanismo, la
determinacion del sexo depende de la presencia o ausencia de genes especificos,
y se asocia cominmente a la presencia de cromosomas sexuales heteromorficos.
En el caso de los mamiferos que presentan el par XX en la hembra y el par XY en
el macho. En las aves y algunos reptiles el sexo heteromérfico es la hembra que
presenta el par ZW y el macho que presenta el par ZZ. En el segundo mecanismo,
la determinacion del sexo depende de factores ambientales y se encuentra en
ciertos peces, anfibios y reptiles, en general, en especiés que carecen de

cromosomas sexuales identificables (Vogt y Bull, 1979).

2.1. Determinacion Genética del Sexo

En los mamiferos la determinacién del sexo es genotipica, es decir, depende de
factores genéticos y esta relacionada con la presencia del cromosoma Y, que es
el determinante masculino vy porta el factor determinante testicular (FDT). Una vez
que el testiculo se ha diferenciado produce hormonas que van a controlar la
diferenciacion de los genitales internos y externos masculinos. En el caso de las
hembras no existe el factor determinante testicular por lo que la génada se va a
diferenciar pasivamente hacia ovario y los genitales internos y externos hacia
femeninos. Actuaimente se ha identificado ai gen Sry como el FDT (Sinclair et a/,,
1990). Ademas de Sry, existen otros genes relacionados con la diferenciacion
gonadal.

En contraste con el conocimiento existente de los eventos moleculares que estan
involucrados en la determinacion del sexo en los mamiferos (revisones: Jimenez
et al, 1996; Swain y Lovell-Bagde, 1999; Hiort y Holterhus, 2000), nuestro
conocimiento de estos eventos en el resto de los vertebrados es muy pobre y casi
todo se reduce a estudiar la expresion de los genes ya identificados en los
mamiferos pero en otros vertebrados.

En el desarrollo embrionario temprano se establece un asimetria, es decir, a partir

de una sola célula inicial esta puede dar lugar, en algunas divisicnes celulares, a




células que tienen, cada una, propiedades diferentes. Cada célula se caracteriza
por su patron de expresion génica, es decir, por los productos particulares que ella
produce. El nivel principal de control de la espresion geénica es a nivel de
transcripcion, los componentes de las vias regulatorias de transcripcion
representan a una clase importante de reguladores de! desarrollo. Los
reguladores transcripcionales pueden actuar de diferentes maneras, cambiando la
estructura de un promotor, iniciande la transcripcién al unirse al promactor,
regulando la actividad de un potenciador o incluso en ocasiones puede Teprimir a
otros factores de transcripcién. Una cascada de expresion génica se establece
cuando cuando los eventos reguladores estan conectados, es decir, un gen puede
encenderse o apagarse en determinada etapa de desarrollo, ademas de que el
mismo puede controlar la expresién de otros genes en la sigﬁiente etapa de
desarrollo, ademas se pueden ver diferencias en los patrones de transcripcion en

diferentes regiones del embridn (Ingham y Martinez-Arias, 1992).

2.1.1. Genes relacionados con la determinacion del sexo en mamiferos

Para el establecimiento de la génada indiferenciada se ha propuesto la
participacion de varios genes, entre ellos el SF1 y el WT1 (Shen et al,, 1994,
Pelletier et al., 1991; Kent ef al., 1995).

SF1: El receptor nuclear esteroidogénico 1 (SF7 o Sf1) conocido también como
Ad4BP, es un componente clave en la via de desarrollo gonadal y adrenal. En el
raton el gen Sff se expresa en embriones de ambos sexos en los estadios muy
tempranos de la gonadogénesis, cuando el mesodermo intermedio se condensa
en la cresta urogenital. A los 9 dias poscoito (dpc), se observa expresion en
ambos sexos hasta ef dia 12.5 dpc cuando la expresion persiste en el testiculo, en
las células de Sertoli y en la region intersticial. En este mismo estadio no se
detecta su expresion en el ovario (lkeda et al., 1994). Los ratones homocigotos
para el alelo nulo de Sff muestran un desarrollo normal temprano de las crestas
urogenitales pero no desarrollan génadas, mostrando que Sf1 es esencial para la

formacion del primordio gonadal en ambos sexos ( Luo et al., 1994).



La expresion de Sf1 es paralela a la de Amh (hormona antimuileriana) e inclusive
parece que Sf1 regula la expresion de Amh (Shen et al,, 1994; Parker et al.,
1996). Asimismo, Sff parece interactuar con otro gen, el Dax1, que codifica un
receptor nuclear, el cual parece expresarse en los mismos lugares que Sf1
(Parker ef al., 1996). Estas observaciones confirman que en el ratén, Sf7 tiene un
papel en distintos puntos del programa de diferenciacion gonadal.

En el humano el gen SF1 se expresa desde el dia 32 posovulacion (CS14)(CS:
Etapa de Carnegie). Inicialmente, en un grupo de células en el mesonefros y en
las crestas genitales. Un dia después (33dpo/CS15) hay dos sitios discretos de
expresién, el primordio gonadal y la génada indiferenciada. En el dia 41dpo/CS17
la sefial de SF1 se localiza lejos de las células germinales, y hasta este estadio no
hay diferencia en la expresion entre los sexos. En el dia 44dpo/CS18 la expresion
sélo se mantiene en el testiculo en desarrollo. Posteriormente, en la etapa
52dpo/CS21, hay un incremento en la intensidad de la senal en los cordones
sexuales, mientras que en el ovario la expresion es difusa, observandose sefial en
el epitelio celémico (Hanley ef al., 1999).

WT1: El gen WT1, gen reiacionado con el tumor de Wilms (Wilms tumor 1),
codifica para una proteina con cuatro dominios de dedos de Zinc (Gessler et al.,
1992). Esta proteina es un regulador del desarrollo renal y gonadal (Buckler et
al. 1991; Pelletier et al, 1991). La expresion de WT7 se ha estudiado en
diferentes vertebrados, indicando que su papel en la gonadogénesis y la
nefrogénesis estd conservado en los diferentes grupos estudiados (Kent et al.,
1995).

En el raton el patran de expresion de W71 es el siguiente: A los 9 dpc se observa
expresion en el mesénquima en Ia linea lateral de la cavidad celomica. A fos 8.5
dpc la expresion se observa en el epitelio celomico particularmente sobre la linea
parietal, y en el mesotelio del corazén e intestino. También se presenta sobre la
cresta urogenital, particularmente en el mesonefros. A los 10 dpc los drganos
comienzan a formarse v la restriccion en la localizacién de los transcritos de WT1

se hace mas clara. A los 11 dpc ia expresion mas intensa se encuentra sobre la



cresta genital y en el mesénguima y mesonefros vecinos (Armstrong et al., 1992).
Otros autores reportan la expresion de W77 a los 12.5 dpc en testiculo. Posterior
al nacimiento, WTT se expresa a los 17 dpp (dias posparto) en los folicuios
localizados en la periféria y en Ia capa celular epitelial ovaricos, asi como en la
fimbria de la tuba uterina. En los foliculos la expresion se limita a las células de la
granulosa y se incrementa con la maduracion folicular. A los 17 dpp, en los
machos, la expresion de WT? estd limitada en los tibulos seminiferos a las
células de Sertoli, se encuentra la expresién de dos transcritos, uno de 3.1
kilobases (kb) y otro de 2.5 kb en el testiculo, la expresion del segundo transcrito
es tres veces menor que la del primero. En el ovario solo se observa el transcrito
de 3.1 kb (Pelletier et al., 1991). '

En el cerdo se ha estudiado la expresion de WT7 en recién nacidos, observando
expresion en rifion, bazo y testiculo. Se observé también expresion en rifiones
embrionarios, sugiriendo una posible asociacion del WTT con el desarrollo del
sisterma urogenital (Tsurutani et al., 1998).

En el humano, durante el periodo de génada indiferenciada, WT7 se expresa de
manera idéntica en los embriones 46, XX y en los embriones 46 XY. En los
32dpo/CS14 WT1 se expresa en aitos niveles en los corplsculos glomerulares del
mesonefros y en menor nivel en el epitelio celomico y en la cresta genital. Para los
41 dpo/CS17 la expresién en el epitelio celomico y el mesonefros sigue sin
cambio, sin embargo, la sefial gonadal se ha incrementado y es idéntica en
hembras y machos. A los 52 dpo/CS21 los cordones testiculares estan bien
avanzados, pero la expresion de WTT persiste en todo el testiculo, en el epitelio
celémico, rete testis, mesonefros y las estructuras glomerulares en desarrollo. La
seccion de ovario de la misma etapa carece de diferenciacion morfoldgica y la
expresion de WTT es difusa en todo el ovario. Después del periodo embrionario
los transcritos de WT7 se localizan en el intersticio de los cordones testiculares
como se ve a los 18 semanas de gestacién, en cambio, en el ovario la expresion

generalizada permanece hasta las 15 semanas de gestacion (Hanley et al., 1999).



Hox-5.2: En e! raton los transcritos de Hox5.2 se detectan a los 10 dpc alrededor
de! lado ventro-medial del epitelio celémico que cubre el mesonefros, en Ia
posicién exacta donde va a aparecer la cresta genital. Esto sugiere que Hox-5.2
esta participando en los mecanismos inductivos especificando cuales céiulas
mesonéfricas van a formar parte de la gonada. Los transcritos de Hox-5.2 se
localizan claramente en las células somaticas. En 12.5 dpc se localiza en la
corteza de la cresta genital y aparentemente en los cordones sexuales primitivos.
Esta expresion no presenta un patron diferencial ya que se encuentra en las
células intersticiales de ambas gonadas, el testiculo y el ovario fetales hasta el
dltimo estadio estudiado (17.5 dpc). Ademads, una débil expresion esta todavia
restringida a las células intersticiales de las gonadas aduitas (Leydig en testiculo y
células intesticiales de la corteza en ovario) (Dollé y Duboule, 1989).

LIM1: El gen LIM1 es un gen que codifica una proteina con una caja homedtica y
dos dominios de dedos de zinc, regula a nivel transcripcional la expresion de otros
genes y se le relaciona con la formacion de ejes de simetria en el embrién y con la
definicién de la posicién de algunos organos (Tsang et al, 2000). La disrupcion
dirigida de Lim7 en el ratén resulta en una completa ausencia de las estructuras
de la cabeza y en muerte temprana, pero ios fetos sobrevivientes carecen de
rifiones y gonadas (Shawlot y Behringer, 1985). Se puede suponer que LiM1, al
igual que WT1 y SF1 participa en la maduracion de las crestas genitales, pero su
papel preciso en la induccion de las génadas no se ha analizado en detalle.

Oct-4: El gen Oct-4 es uno de los genes que codifican para un factor de
transcripcion, este factor es de los que se expresan mas temprano durante el
desarrollo embrionario en mamiferos. Para conocer el papel de Oct-4 en la
embriogénesis temprana de ratén se han realizado diversos estudios de
expresién. Se ha detectado la expresion de este en células pluripotenciales
embrionarias, en células en cultivo y en embriones de ratén (Palmieri et al., 1994).
Después de la gastrulacion la expresion la expresion de Oct-4 se confina a la linea
germinal, se regula negativamente durante la oogénesis y la espermatogénesis, y

coincide con el inicio de la meiosis. Estos datos sugieren gue la regulacion




negativa de Oct-4 puede ser una sefial molecular involucrada en el compromiso a
la meiosis (Pesce et al., 1998).

Wntd: El gen Wni4 es probablemente parte de las sefiales involucradas en el
control de {a produccion de esteroides en la gonada en etapas tempranas. Whi4
se expresa en la cresta genital y en el mesonefros. En el momenio de la
determinacion gonadal se regula negativamente en el testiculo pero su expresion
permanece en et ovario (Vainio et al., 1999).

Dmrt1: El gen Dmrt1 es un candidato a ser un gen regulador del desarrolio sexual
en vertebrados. El Dmrt1 codifica un factor de transcripcion qué posee un dominio
DM, que es un motivo de unién a DNA. Este dominio ha sido idéntiﬁcado en los
reguladores sexuales doublesex de Drosophila melanogaster (Erdman y Burtis,
1993) y mab-3 de Caenorhabditis elegans (Raymond et al., 1998). En el humano
el gen DMRT1 se localiza en 9p24.3 y se requieren dos copias para el desarrollo
testicular normal (Raymond et al., 1999a). Dmrt1 se expresa en el ratén en la
cresta genital antes de la diferenciacidn sexual (Raymond et al., 1998b). En el
raton se cred, por delecién dirigida, un alelo nulo para Dmrt1. Los ratones machos
heterocigotos (+/-) se ven normales, pero los machos homocigotos (-/-) no pueden
mantener la diferenciacién testicular a partir del dia 7 posnatal. Las hembras (-/-)
se desarrallan normaimente. Estos hallazgos apoyan la idea de que el gen Dmirt1
es especifico para los machos y necesario para la diferenciacion testicular
(Raymond et al., 2000).

Una vez establecida la génada indiferenciada inicia el periodo de determinacion y
diferenciacion de la génada, en dénde participan los siguientes genes:

Sry: En los mamiferos placentarios, que presentan cromosomas sexuales
heteromorficos, el sexo se determina por la accion de un gen localizado en el
cromosoma Y, el gen Sry {en raton) o SRY (en humano) que inicia la formacion
del testiculo; en ausencia del Sry se desarrolta un ovario (Sinclair et al., 1990). E!
gen SRY se localiza en el brazo corto del cromosoma Y en el humano, en el raton
y en muchos de los mamiferos placentarios estudiados. Este gen se localiza

también en el cromosoma Y en algunos marsupiales, (Foster y Marshall-



Graves,1994). Sin embargo, este gen no ha sido detectado en algunos mamiferos
no placentarios, e incluso tampoco se ha detectado en algunas especies de
ratones arboricolas como el Elfobius tancrei, mostrando qué puede existir
masculinizacion en ausencia de Sry (Just ef al, 1995). Los estudios de expresion
de Sry se han realizado en ratén, en el cual se han detectado transcritos dei gen
Sry en la gonada desde los 10.5 dpc alcanzando su pico de expresion a los 11.5
dpc, declinando hasta los 12.5 dpc. El sitio de expresion es la cresta urogenital
(testiculo) en células somaticas (preSertoli). A los 13.5 dpc ya no se observa
expresion de Sry. Se han detectado transcritos circulares de Sry en testiculo
adulto, estos transcritos no se traducen (Hacker et al., 1995).

El Sry no se ha observado en vertebrados no mamiferos. Tiersch y colaboradores
en 1991 realizarén un estudio sobre la conservacion filogenética del gen SRY
(Sinclair et al., 1990), y observaron en diversos grupos como peces y reptiles
hibridacién contra la sonda de la regién mas conservada del SRY (caja HMG, High
Mobility Group) en ambos sexos. Es posible que en estos casos.no se relacione
con la diferenciacion testicutar (Tiersch et al., 1991).

Zfy-1: El gen Zfy se localiza también en el brazo corto del cromosoma Y en
mamiferos. Este gen fue considerado como el FDT (Page et al., 1987). En el
humano y en el ratdn se ha descrito un gen homoéiogo en el cromosoma X
(Schneider-Gadicke et al., 1989), el ZFX, que escapa a la inactivacion, invalidando
el papel de ZFY como TDF. La expresion de Zfy se ha estudiado en ratén, los
transcritos se detectan en los machos en las células germinales desde los 10.5
dpc. A los 14.5 dpc la expresion decre y contintia asi hasta los 17.5 dpc donde ya
no se observa. En las hembras no hay expresion de Zfy-1 (Koopman ef al., 1989).

Amh: El gen de la hormona antimiilleriana (Amh), llamado tambien sustancia
inhibidora de los conductos miillerianos (MIS), se localiza en e} cromosoma 10 en
el raton. El patrdon de expresion muestra transcritos desde los 11 a 11.5 dpc (20
horas después del inicio de la transcripciéon de Sry) en la cresta urogenital
testiculo hasta los 43 dpp. Probablemente Sry actua indirectamente sobre la
expresion de Amh (Behringer, 1994; Hacker ef al., 1995).
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Dax1: El gen DAX1 descubierto recientemente, es miembro de la superfamilia de
receptores hormonales nucleares (Muscatelli ef al.1994, Zanaria ef al., 1994)).
Este gen se ha mapeado en una region del brazo corto del cromosoma X, esta
region se encuentra duplicada en algunos pacientes con reversion sexual XY. Las
mutaciones en el gen DAXT en humanos resultan en hipoplasia adrenal congénita
(Zanaria ef al., 1994).

En otros mamiferos el gen Dax? se ha mapeado y clonado, en ratén se localiza
también en el cromosoma X (Swain et al., 1996). En marsupiales'se ha clonado y
mapeado en el wallabi Macropus eugenii, en este caso tiene una localizacion
autosdmica, en el brazo corto del cromosoma 5, mapendo cerca de otros genes
humanos que se localizan en el brazo corto del cromosoma X (Xp). Este hallazgo
podria indicar que la regién donde se encuentra Dax7 es originalmente
autosémica (Pask ef al., 1997).

Los estudios de expresion de Dax7 en el ratén han detectado que este gen se
expresa desde los 11.5 dpc en machos y en hembras en el componente somatico
de ia cresta urogenital. A los 12.5 dpc decrece dramaticamente en los cordones
testiculares. En la génada femenina se continua expresando en las células de la
teca, sugiriendo que Dax? se requiere para la diferenciacion ovarica pero no para
la testicular (Swain et al., 1996).

Se han realizado estudios en la expresion de Dax7 y su correlacion con la
expresion de Sry, los cuales muestran que Dax? puede antagonizar la accion de
Sry (Swain et al.,1998). Resulta interesante notar que la distribucion y expresion
de Dax1 es similar a la de Sf1 y gue ambos se franscriben en las gonadas fetales
y en testiculo adulto, ovario y adrenal. Sin embargo, no queda clara la relacién
molecular o fisiologica en la expresion de estos dos factores.

Sox9: En humano existe un sindrome de malformaciones esqueléticas llamado
displasia campomélica gue se asocia con reversion sexual; estas alteraciones se
asocian con franslocaciones o rearreglos en el cromosoma 17 humano en
17q24.1 a 17925.1. El analisis molecular de esta regidn llevo al hallazgo de un

gen relacionado con el SRY, al cual se denomind SOX9, que pertenece a la

11



familia SOX (SRY-like HMG-box gene) y que parece estar relacionado con la
diferenciacién gonadal (Foster et al., 1994). El homélogo en ratén es el Sox9. El
estudio de la expresion del gen Sox9 en ratén se ha realizado por dos grupos
diferentes: Kent y cols. (1896) y Morais da Silva y cols. (1996). En ei raton los
transcritos se observan desde los 10.5 dpc en ambos sexos en la cresta
urogenital. A los 11.5 dpc s6lo hay expresion en machos. A los 12.5-13.5 dpc la
expresion se localiza en las células somaticas los cordones sexuales en los
testiculos, los cuales en este estadio constan de células de Sertoli v celulas
germinales. En la etapa posnhatal se expresa en el testicuic en las células
somaticas hasta la edad aduita (Morais da Silva et al,, 1996). Sox9 se expresa a
los 12.5 dpc en los conductos de Miiller y mesonéfricos en hembras y machos. A
los 13.5 dpc la expresion sélo se mantiene en los machos en las células del
mesenquima que rodean los conductos mulerianos, se detecta _expresién a los
15.5 dpc pero a los 17.5 dpc ya no se observa porgue ya se completd la regresidn
del conducto milleriano (Kent et al., 1996). Se ha detectado también la expresion
de Sox9 en cerebro de ratén de los 10.5 dpc a los 16.5 dpc (Ng et al., 1997).

Se han descrito mutaciones que anulan a ciertos genes como son: Dhh (Bitgood
et al., 1996), M33 (Katoh-Fukui et al., 1998), GATA-4 (Molketin et al., 1997) y
Emx2 (Miyamoto et al., 1997), en los cuales se observan alteraciones en el
desarrollo de la génada ademas de alteraciones del desarrolio en oiros sistemas.
Todavia no se analiza el patrén de expresion para confirmar su participacion en el
desarrollo gonadal. Se ha descrito otro gen el llamado vaninat el cual se ha
relacionado con el desarrolo testicular. Para su identificacion se ocupd una técnica
de tamizaje de genes (Bowles ef al., 2000).

En la figura 1 se muesira un diagrama de la cascada de genes relacionados con

la determinacion del sexo en el raton.
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Figura 1. Diagrama que muestra la cascada de expresion génica durante la
difrenciacion gonadal en el raton. Los patrones de expresion de cada gen se muestran
en las lineas verticales, el ancho de cada linea es proporcional al nivel de expresion. El
tiempo de expresion esta dado en dias postcoito (dpc). La parte central muestra la
relacidn de la diferenciacion de la gdnada y sus tipos celulares con los distintos genes
descritos (Modificado de Vaiman y Failhoux, 2000).
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2.1.2. Genes relacionados con la determinacién del sexo en aves

Sf1: La expresiéon de Sff se ha estudiado en otros vertebrados no mamiferos
como las aves. En el embrion de pollo 1a expresion de Sf1 se observa en ambos
sexos en las etapas anteriores a la diferenciacion de la gonada (etapas 28-30,
dias 5.5-6.5) y aumenta su expresion en ovarios después del comienzo de la
diferenciacion (etapa 32, dia 7.5). Este patréon de expresion es diferente al
observado en mamiferos, pero puede correlacionarse con el efecto estimulatorio
de Sf1 en la esteroidogénesis ya que en ias aves el ovario embrionario presenta
mayor actividad esteroidogénica que el testiculo (Smith et al., 1999).

WtT: En las aves el gen WET se expresa durante la diferenciacion sexual gonadal,
pero el patrén de expresion de W7 es diferente al de mamiferos, por ejemplo en
el embrién de pollo los niveles de expresion son altos y similares en ambos sexos,
antes, durante y aun después de la diferenciacion gonadal (etapas 28-40, 5.5-
13.5 dias) (Smith et al., 1999). '

Dmirt1: E} gen Dmit1 se localiza en el cromosoma Z en el pollo, su expresion ha
sido detectada en la cresta genital antes de la diferenciacion sexual (etapas 19 a
25) hasta la etapa 31 cuando inicia la diferenciacion sexual. La expresidn en
machos es en todas las etapas es mayor que en hembras (Raymond et al., 1998b;
Nanda et al., 2000).

Amh: En el polio se ha observado que la expresion de Amh, gen de la hormona
antimiilleriana, en las goénadas en desarrollo es un dia anterior (etapa 25) a la
expresion de Sox9. El hecho de que se encuentran promotores potenciales para
responder a SOX9 en el Amh pareée no tener relevancia en el pollo, ya que el
patron de expresién parece descartar ia hipdtesis de que Sox9 pueda estar
regulando a Amh (Oreal et al., 1998).

Sox9: El gen Sox9 también se ha encontrado en aves como el pollo y se ha
observado su expresion en ambos sexos en etapas tempranas (etapa 28) y a
partir de la etapa 32 sélo se observé su expresion en embriones ZZ, demostrando
que en aves juega un papel importante en la diferenciacion testicular (Morais da

Silva et al, 1996). Cabe mencionar que otros estudios realizados en pollo

14




muestran observaciones diferentes, ya que no cbservan expresion de Sox9 en los
embriones hembras (ZW) en ninguna de las etapas estudiadas (28-40),
observando expresion solo en los machos (Kent et al., 1996; Oreal et al., 1998;
Smith et al., 1999). En peces se ha encontrado el gen Sox9, aunque no queda

clara su participacion en la diferenciacion testicular (Takamatsu et af.,1997).

2.2. Determinacion Sexual por Temperatura

Algunos grupos de reptiles como las familias de serpientes Boidae y Colubridae
presentan cromosomas sexuales heteromorficos, ZZ en machos y ZW en
hembras. En los ofros grupos que no muestran cromosomas sexuales
heteromorficos el factor ambiental que determina el sexo es la temperatura de
incubacion del huevo (TSD, Temperature-dependent Sex Determination) (Bull,
1980).

En varias especies de tortugas, los embriones que se incuban a temperaturas
bajas (20-27°C)(TM), se desarrollan como machos y los que se incuban a alas
temperaturas (30-35°C)(TF), se desarroltan como hembras. En el caso de lagartos
y algunas lagartijas sucede lo contrario, a bajas temperaturas se desarrollan
hembras y a altas machos (Bull, 1980). Las tortugas marinas Chelonia mydas
(Miller y Limpus, 1980; Morreale et al, 1982) Caretfa carefla (Yntema Yy
Mrosovsky, 1982), Lepidochelys olivacea (Morreale ef al., 1982), Eretmochelys
imbricata (Dalrymple et al., 1985) y Dermochelys coriacea (Rimblot ef al., 1985)
presentan determinacion del sexo dependiente de temperatura (TSD).

Es importante sefalar que en la teoria original de la TSD cada individuo tiene
igual potencial para desarrollarse como macho o como hembra, es decir, la
temperatura de incubacion actua como la sefial inicial de la cascada que lleva a la
diferenciacion de testiculos o de ovarios (Bull, 1980). Para tratar de explicar como
la temperatura de incubacién puede actuar como sefial de inicio para la
diferenciacion sexual, Claude Pieau (1973) propusé que la temperatura de
incubacion altera el ambiente hormonal del embrién sexuaimente indiferenciado,

conduciendo el desarrollo hacia la direccion femenina © masculina.
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Especificamente, la temperatura de incubacién actia modulando la expresion de
enzimas esteroidogénicas y receptores hormonales, los cuales guian la
diferenciacion de la génada embrionaria (Crews et al.,, 1994). Esta hipotesis se
sostiene en el hecho de que en los vertebrados oviparos el vitelo es un rico
almacén de hormonas y sus precursores; si la temperatura de incubacion modula
la naturaleza, la cantidad y la actividad de las enzimas esteroidogénicas en el
embridn, estas enzimas pueden actuar modificando estos precursores
produciendo un ambiente hormonal en el embrién dependiente de la temperatura
(Bern, 1990). ‘

En los reptiles con TSD no queda aun clara la participacién de los esteroides -
sexuales en la diferenciacion de la goénada. La sintesis de esteroides y la actividad
de la aromatasa en las génadas se ha estudiado en la tortuga europea Emys
orbicularis, en la cual las gonadas embrionarias metabolizan diferentes
precursores de esteroides radiactivamente marcados como pregnelonona,
progesterona, dehidroepiandrostendiona y androstendiona, durante y despues del
periodo termosensible de la diferenciacion sexual (Dorizzi et al., 1991). Durante
los estadios tempranos de este periodo el contenido gonadal de esirogeno es
mayor en embriones incubados a temperatura feminizante que en embriones
incubados a temperatura masculinizante. La actividad de la aromatasa permanece
baja en los testiculos en diferenciacion desde el periodo termosensible hasta la
eclosion, en los ovarios en diferenciacion, la actividad enzimatica se incrementa
de manera exponencial hacia el fin de la vida embrionaria y disminuye cerca de la
eclosion (Dorizzi et al, 1991). Se ha observado también que la diferenciacién
masculina puede prevenirse y se puede inducir el desarrollo de ovarios y hembras
fenotipicas en E. orbicularis por el tratamiento con estradiol exégeno de manera
dependiente de la dosis y del tiempo de aplicacién (Pieau et al, 1994). En E.
orbicufaris se postula que la temperatura puede actuar de manera directa o
indirecta en la regulacion de la expresion del gen de la aromatasa P-450 (Pieau et
al., 1994).

lLa propuesta de que la regulacion de la enzima aromatasa P-450 en la gonada
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indiferenciada juega un papel clave en las especies con TSD se apoya tambien en
los estudios en la tortuga terrestre Malaclemys terrapin realizados por Jeyasuria y
cols. (1994), donde muestran que la expresién de la aromatasa en ovarios de
crias es mayor que en testiculos de crias. En otro estudio analizaron la expresion
del aromatasa P450 en el cerebro de crias hembras y machos, observando
niveles mas altos de expresion en el cerebro de las hembras (Je;yasuria y Place,
1997). También evaluaron la expresion del aromatasa durante el desarrollo
embrionario, observando expresion en los cerebros de los embriones incubados
tanto a TM como a TF (Jeyasuria y Place, 1998). ‘

Contrario a los datos en E. orbicularis, los embriones macho en la tortuga
Trachemys scripta, también con TSD, presenta mas altos niveles de E2 que los
embriones hembra, lo que hace suponer que no hay correlacién directa entre
estradiol alto y diferenciacién ovérica en algunas especies (Gahr ef al., 1992).
Estudios realizados en la tortuga marina Dermochelys coriacea demostraron
actividad de aromatasa y sintesis de estrégenos; a temperatura feminizante la
actividad de la aromatasa es baja al inicio y se incrementa al final del desarmrollo
embrionario, decreciendo en el momento de la eclosion. Los estrégenos se
detectan y aparentamente estan relacionados con la actividad de la aromatasa
(Desvages ef al., 1993).

En la tortuga marina Lepidochelys olivacea la concentracion de testosterona es
mas alta en embriones incubados a temperatura feminizante que en los incubados
a temperatura masculinizante (Salame, 1992). En esta especie también hubo un
efecto feminizante al inyectar estradiol, aunque no se encuentran diferencias
significativas en la concentracion de estradiol en las génadas de los embriones
incubados a temperatura feminizante o masculinizante (Merchant-Larios et al.,
1997).

|.os estudios hasta ahora realizados en reptiles con TSD enfatizan el papel de las
hormonas esteroideas en la determinacion del sexo a nivel gonadal. Sin embargo,
los resultados contradictorios sugieren la posibilidad de que la regulacion de la

esteroidogénesis pudiera ser extragonadal. En un estudio de microscopia
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electronica de alta resolucion del desarrollo gonadal en L. olivacea se observaron
nervios no mielinizados en la génada indiferenciada (Merchant-Larios ef a/., 1989).
Un estudio posterior mostré que las gonadas aisladas se desarrollan en cultivo de
acuerdo a la temperatura en que el organismo donador fue incubado inicialmente,
las gonadas aisladas no responden al cambio de temperatura mientras que el
embrion completo si responde (Merchant-Larios y Villalpando, 1990). Con estos
antecedentes se postuld la hipotesis de que en los embriones de L. ofivacea el
sistema nervioso central es el termosensor que genera sefiales para la
diferenciacién gonadal. Para verificarla se evaluaron por radicinmunoanalisis (RIA)
las concentraciones y biotransformacion de hormonas esteroideas en génadas y
cerebro de esta especie en los tres periodos criticos del desarrollo gonadal,
encontrandose diferencias significativas en la produccion de estradiol en el
cerebro dependiendo de la temperatura de incubacion, siendo ésta mas alta en

los embriones incubados a temperatura feminizante (Salame-Méndez et al., 1998).

2.2.2. Genes relacionados con la determinacion del sexo en reptiles

Sf1: Ei patrén de expresion de Sf1 también ha sido estudiado en reptiles, en {a
tortuga dulceacuicola Trachemys scripta con determinacion del sexo por
temperatura. Se observa su expresién en la génada indiferenciada (etapas 15-17)
en embriones incubados tanto a temperatura masculinizante (26°C) como a
temperatura feminizante (31°C). En la etapa 18, cuando se detecta la primera
diferencia histoloégica entre las génadas mascutinas y femeninas la expresion de
Sf1 aumenta en el testiculo y decrece en el ovario. En la etapa 19, la diferencia de
expresion es mas notoria entre las dos temperaturas de incubacién, siendo mayor
a 26°C. En la etapa 23, después del periodo sensible a la temperatura, la
expresion en gonadas de embriones incubados a temperatura feminizante es casi
nula mientras que permanece en los embriones incubados a temperatura
masculinizante (Fleming et al., 1999). En el cocodrilo americano Alligator
mississippiensis, el gen Sf! parece expresarse en niveles mas altos en las

gonadas en desarrollo de embriones incubados a TF, que en las gonadas de los
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machos (Western ef af., 2000), semejante a lo que sucede en el pollo (Smith et al.,
1999), apoyando el papel del Sff como un regulador de las enzimas que
participan en la produccién de estrégenos en el ovario del cocodrilo (Western et
al., 2000).

Wit1: Se ha estudiado la expresion de WT7 en la tortuga dulceacu%coia Trachemys
scripta, especie con determinacion del sexo dependiente de temperatura. En esta
especie la temperatura masculinizante es 26°C y la feminizante 31°C. Se
analizaron complejos urigenitales en distintas etapas de desarrollo de embriones
de ambas temperaturas. El periodo termosensible es esta especie abarca de las
etapas 12 a 20. Los complejos urogenitales de las etapas 12 a la 20 expresan
WT1 de manera similar a ambas temperaturas (Spotila et al., 1998).

En el cocodrilo parece no haber diferencias en el patrén de expresion de Wi1 en
las gonadas en desarrollo de los embriones incubados tanto a TM como a TF,
observando niveles similares de las etapas 20 a 27 (Western ef al., 2000).

Dmrt1: En la tortuga dulceacuicola de orejas rojas Trachemys scripta, se ha
encontrado el gen Dmrt?, se ha estudiado su patron de expresion durante el
periodo termosensible, el cual sugiere su posible participacion en 1a diferenciacion
testicular, ya que se presenta mayor expresion en los complejos urogenitales de
embriones incubados a temperatura masculinizante, al comparala con la de los
embriones incubados a temperatura feminizante (Kettewell et al., 2000).

Zfy: Se ha realizado también la busqueda de genes homdlogos al ZFY (Zinc-
Finger on Y Chromosome) en otros vertebrados no mamiferos, como la fortuga
Chelydra serpentina donde se encuentra como homélogo para ZFY el gen Zft en
ambos sexos en adultos. Aun no se ha estudiado su expresion durante el
desarrollo embrionario (Spotila et al., 1994a; Spotila et al., 1994b).

Amh: En el cocodrilo Alligator mississippiensis se detecto la expresion de Ambh,
gen de la hormona antimilleriana, solamente en el sistema urogenital en
desarrollo de los embriones incubados a temperatura masculinizante. La
expresion de Amh se restringe a las células que se localizan en Ia médula en las

gonadas en desarrollo desde la etapa 22, una etapa anterior a la expresion de
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Sox9. (Western et al., 1999a).

Dax1: En el cocodriic se ha observado expresion de Dax? durante la
gonadogénesis, al parecer no hay diferencias entre los patrones de expresion de
hembras y machos, aunque no se analizé el nivel de expresion (Western et al,,
2000).

Sox9. Se ha estudiado ia presencia y expresion del gen Sox9 en diferentes
reptiles. En la tortuga Chelydra serpentina, se encontraron siete genes genes
relacionados a la familia SOX: TSox1, TSox2, TSox3, TSox4, TSox5, TSox8,
TSox7 y tres pseudogenes: TSox8, TSox9, TSox10. Sin estudiar el patrén de
expresion (Spotila et al., 1994a; Spotila et al., 1994b). Estudios posteriores en
distintas especies de tortugas mostraron el patron de expresion de Sox9 en
génadas. Por ejemplo, en la tortuga dulceacuicola Trachemys scripta se
analizaron complejos urogenitales durante el periodo sensible a la temperatura
(etapas 12 a la 20) en embriones incubados a temperatura masculinizante (26°C)
y embriones incubados a temperatura feminizante (31°C). El nivel expresion en
ampos grupos es similar hasta la etapa 19, aumentando la expresion en los
embriones de 26°C en la etapa 20, al final del periodo sensible a la temperatura.
Estos datos muestran que Sox9 podria tener un papel en la formacién de testiculo
en esta especie. (Spotila et al., 1998).

En la tortuga marina Lepidochelys olivacea se analiz6 la expresion de la proteina
SOX9 (Moreno-Mendoza et al., 1999), y se observd el mismo nivel de expresion
tanto en embriones incubados a temperatura masculinizante (27°C) como a
temperatura feminizante (32°C), en las etapas 21 a 24. En éstas, la sefial se
observa en los nucleos de algunas células de la médula. En la etapa 25 hay
diferencias entre ambas temperaturas, debido a que a 32°C s6lo algunos nucleos
se encuentran marcados y en la etapa 26 ya no se observa sefial, mieniras que
en las gonadas de los embriones incubados a 27°C la sefal continda visible.

En el cocodrilo americano Alligator mississippiensis se ha reportado la expresion

de Sox9 solo en goénadas de embriones incubados a temperatura masculinizante
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(33°C), mientras que a temperaturas feminizantes (30°C o 34.5°C) Sox9 se
expresa en hiveles basales en todas las etapas (Western et al, 1999b).

De los genes que se expresan en reptiles elegimos a ios genes D_ax1 y Sox9 para
estudiarlos en Lepidochelys olivacea.

En base a los antecedentes presentados se planted la siguiente hipétesis de

trabajo.

3. HIPOTESIS

Los genes Sox9, Dax? y de la aromatasa P-450 que participan en la
diferenciacion sexual de los mamiferos estdn relacionados directa o
indirectamente con la determinacion del sexo por temperatura en la tortuga marina

Lepidochelys olivacea.
4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la temperatura sobre la expresion de los genes Sox9,
Dax1 y de la aromatasa P-450 en la gonada y en el cerebro de la tortuga marina

Lepidochelys olivacea en diferentes etapas de la diferenciacion gonadal.
4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. \dentificar una region de los genes Sox9, Dax1 y de la aromatasa P-450 de la
tortuga marina L. olivacea.

2. Correlacionar la expresion de los genes Sox9, Dax? y de la aromatasa P450
con el periodo sensible a la temperatura en L olivacea.

3. Conocer el efecto de los intercambios en la temperatura de incubacion scbre la

determinacion del sexo y la expresion del gen Sox9.
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5. METODOLOGIA

5.1.Colecta

Se colectaron huevos de tortuga marina Lepidochelys olivacea , nombre comun
golfina. Los huevos se colectaron en el momento de la puesta en la playa La
Escobilla, Oaxaca. (96°27'16"W, 15°40°36"N), México, con autorizacion del
Instituto Nacional de Ecologia, SEMARNAP, México (permisos: 250997-213-03,
230998-213-03 y 161199-213-03) y en colaboracion con el Centro Mexicano de la
Tortuga en Mazunte, Oaxaca. ‘

Todos los protocolos que se realizaron con el material biologico cuentan ademas
con la autorizacion de la Comisidn de Bioética en Experimentacion Animal del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Los nidos se transportaron al laboratorioc en donde se incubaron en dos
condiciones de temperatura controladas: una a temperatura masculinizante (26+
0.5°C) y otra a temperatura feminizante (33°+ 0.1°C). Se ocuparon un total de 15
nidos para realizar los experimentos que se describen en el presente trabajo. Las
etapas de desarrollo se establecieron siguiendo los criterios de Miller (1985),
tomando en cuenta el largo total del embrion, el largo y ancho de la cabeza, el
largo y ancho del caparazon, el largo y ancho del plastron, el largo de las aletas,

la pigmentacion y la definicion de las escamas.

5.2. Control de temperatura

La temperatura de las incubadoras se registro diariamente, observando el
termémetro de la incubadora y los dos termoémetros colocados en el interior. De
cada nido experimental se dejaron eclosionar de 5 a 7 crias para identificar el

sexo histolégicamente.
5.3. Muestreo

Se muestrearon embriones en diferentes etapas del desarrollo embrionario:

etapas 23, 24, 25, 26, 27 y 28. También se muestrearon crias para establecer las
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condiciones de manejo de las muestras. Se realizé la microdiseccion de tejidos
embrionarios: génada, mesonefros, cerebro anterior y cerebro posterior. Los
tejidos se congelaron inmediatamente y se almacenaron en un ultracongelador a -

70°C hasta su utilizacion para extraccién de RNA total.

5.4. Extraccion de RNA total

El RNA total se obtuvo a partir del tejido congelado. Todas las muestras se
procesaron individualmente. Se utilizé el reactivo TRIizol (Gibco, BRL), el cual se
basa en el método de tiocianato de guanidina—fenol—cloroforfno (Chomczynski y
Sacchi, 1987). E! protocolo recomendado por los fabricantes de TRIzol es
adecuado para tejidos de mamifero, por lo que se realizaron varias
modificaciones. El protocolo optimizado para tejidos de L. ofivacea fue el
siguiente: Se homogeneizé el tejido en el TRIzol. La cantidad de trizol utilizada
dependié del volumen del tejido a procesar (100 a 500 pl). Se agregd cloroformo
de manera proporcional (una quinta parte de la cantidad de trizol) (20 a 100 pl).
Se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm/4°C por 20 min. La solucion acuosa
se separé Yy se precipitd con isopropanol (50 a 250ul) a 4°C toda la noche. Se
centrifugaron las muestras a 14,000 rpm/4°C por 30 min, el boton (RNA total} se
lavo con 1 ml de etanol al 75% en agua tratada con DEPC (dietilpirocarbonato), se
centrifugd nuevamente, en las mismas condiciones, se decanto y se dejo secar.
Finalmente se disolvié en agua tratada con DEPC (6 a 20 pl). Un alicuota del RNA
total por muestra se analizo por espectrofotometria, leyendo la absorbancia a 260
y 280 nm. (Sambrook et al.,1989). Un microgramo de RNA ftotal se utilizd

inmediatamente como sustrato para la reaccion de RT-PCR.

5.5. Disefo de oligonucleétidos

En la actualidad no se encuentran disponibles ias secuencias de los genes Sox9,
Dax1y de la aromatasa P-450 en Lepidochelys olivacea, por lo que no es posibte
tener una sonda homologa para ellos. Se buscaron en la literatura y en la base de

datos Gene Bank las secuencias conocidas para estos genes en diferentes
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especies de vertebrados. La obtencion de las secuencias de aminoacidos y sus
alineamientos nos permitié escoger regiones con alta similitud, a partir de éstas,
se disefiaron los oligonucledtidos degenerados. El disefio de oligonucledtidos
considerd los siguientes puntos:

La longitud de! oligo fue de 18 a 20 nucledtidos, el porcentaje de G/IC y AT es
cercano al 50%. La Tm (Temperatura media) de los pares es similar. No existen
mas de 3 sitios degenerados y el valor maximo de degeneracion es 16.

Los oligonucledtidos disefiados se describiran en los siguientes parrafos, uno para

cada gen.

Sox9. Para el disefio de los oligonucledtidos degenerados se alinearon las
secuencias de aminoacidos correspondientes al gen Sox9 en diferentes especies
de vertebrados: trucha (Takamatsu et al, 1997), tortuga de orejas rojas:
Trachemys scripta (Spotila et al., 1998), cocodrilo (Western ef al., 1999b), pollo
(Uwanogho et al., 1996), ratén (Wright et al., 1995) y humano (Foster et al., 1994).
Los resultados del alineacion se muestra en el anexo1. A partir de las regiones de
mayor similitud y fuera de la region HMG, se disefiaron los siguientes
oligonucleétidos degenerados:

Sot1: AGC AGA CCC ACA TCT C(C/T)C C, con una Tm de 49°C.

Sot2: GGG (A/C/TIG)GG CAG GTA (C/T)TG GTC , con una Tm de 50°C.

Dax1. Para el estudio del gen Dax7 se alinearon las secuencias de aminoacidos
de la proteina DAX1 en diferentes especies de vertebrados: cocodrilo (Western et
al., 2000), pollo (Smith et al., 1999), wallabi (Pask et al., 1997), ratén (Swain et al.,
1998) y humano (Guo et al., 1996). En el anexo 1 se muestra el alineacion de
DAX1. A partir de las regiones de mayor similitud se disefaron los siguientes
oligonucledtidos degenerados:.

Dax1-1: ACC AAG GAG TA(C/T) GC(A/C/T/G) TA(C/T) CT, con una Tm de 67°C
Dax1-2: TCC AG(A/C/T/G) AGC AT(A/G) TC(A/G) TCC AT , con una Tm de 67°C
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Aromatasa P-450. Para el estudio de la aromatasa P-450 se alinearon las

secuencias de aminoacidos de la misma con diferentes especies de veriebrados:
trucha (Jeyasuria ef al., 1994), tortuga terrestre Malaclemys terrapin (Jeyasuria et
al., 1994), pollo (McPaul et al., 1988), vaca (Vanselow y Furbass, 1995), cerdo (Ko
et al., 1994), rata (Hickey et al., 1990), ratén (Terashima ef al., 1991) y humano
(Harada, 1988). El alineacién de aminoacidos se muestra en el anexo 1. El par de
oligonucleétidos degenerados que se disefio, es el siguiente:

Aro1: GAT GAT GTA ATT GAC/T GGA TA, con una Tm de 54°C

Aro2: TTC ATC ATT ACC ATG GCA/G AT, con una Tm de 55°C

5.6. RT-PCR (Transcripcién inversa - Reaccién en cadena de la polimerasa)
Para estudiar la expresién de los genes Sox9, Dax? y de la aromatasa P430 se
utilizo la técnica de RT-PCR. En este estudio se utilizaron los siguientes reactivos:
2X mix, Superscript Il RT/ Taq polimerasa (One Step:GIBCO BRL) y un par de
oligonucledtidos especificos para cada gen.

Para establecer la temperatura de alineamiento para cada par de oligonuciectidos
se prepararon seis diferentes tubos con la misma mezcla de reaccion, probando
seis temperaturas diferentes alrededor de la temperatura de alineamiento tedrica
calculada. Para realizar el RT-PCR correspondiente se utilizd el termociclador
Master Cycler Gradient (Eppendorf). Una vez establecidas las condiciones de la
reaccién, se utilizé ademas el termocictador PTC-100 (MJ Research).

Como control interno de expresion se realizo la ampiificacion de un fragmento de
252 pb del RNAm de la B-actina, utilizando el siguiente par de pligonucleétidos:
Actin1: TGG ATG ATG ATA TTG CTG C y Actin2: ATC TTC TCC ATA TCA TCC
CA (Kost et al., 1983). La reaccion de amplificacién de B-actina se realizé en
paralelo con la del gen de interés con las mismas condiciones de reaccién y el
mismo programa de amplificacion.

La reaccion en todos los casos se llevo a cabo con una concentracion 1X del
amortiguador del reactivo One Step que contiene: 2mM de dNTPs, 1.2mM de

MgS0O4 ,1.5 mM de oligonucledtidos y 0.5u! de la mezcia Superscript It RT/ Taqg
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polimerasa (One Step:GIBCO BRL). En cada experimento se incluyo el control sin

RT, solo con Taq polimerasa, para detectar una probable contaminacion con DNA

genomico.

En la siguiente tabla se muestra el programa de amplificacion que se utilizé para

cada par de oligonucledtidos y el tamafio del fragmento obtenido.

Tabla 1. Oligonucleétidos empleados para el RT-PCRy programa de

amplificacion para cada gen analizado.

Gen Qligonucledtidos Programa Fragment
o (pb)
Sox9 Sot1: AGC AGA CCC 50°C 30 min (1 ciclo) 309
ACATCTC(ICMCC 94°C/5min (1 ciclo)
Sot2: GGG (A/IC/TIG)YGG  [94°C/30seg
CAG GTA (C/T)TG GTC |50°C/60seg (36 ciclos)
72°C/60seg.
72°C/10 min {1 ciclo)
Dax1 Dax1-1: ACC AAG GAG |50°C 30 min (1 ciclo) 271
TA(C/T) GC(A/CITIG) 94°C/5min (1 ciclo)
TACMT) CT 94°C/30seg
Dax1-2: TCC AG(A/C/T/G) |60°C/60seg (36 ciclos)
AGC AT(A/G) TC(A/G) 72°C/60seg.
TCC AT 72°C/10 min (1 ciclo)
Aromatasa |Arol; GAT GAT GTA ATT |50°C 30 min (1 ciclo) 205
P-450 GA(C/T) GGA TA 94°C/5min (1 ciclo)

Aro2: TTC ATC ATT ACC
ATG GC(A/G) AT

94°C/30seg
50°C/60seg (36 ciclos}
72°C/60seq.

72°C/10 min (1 ciclo)
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Estos oligonucledtidos se probaron tomando como molde RNA total obtenido de
gonadas de crias de L. ofivacea, Ademas, como control positivo y negativo se
ocupd RNA total obtenido de diferentes tejidos. Para el gen Sox9 se utilizarén
génadas de ratdbn macho de 6 semanas posparto, como control negativo se
ocup® RNA total de ovario de raton de 6 semanas posparto. Para el gen Dax7 se
ocup6 mesonefros de crias de L ofivacea. Para el gen de la aromatasa P-450 se

trabajo con ovario de ratén de 6 semanas posparto.

5.7. Electroforesis

Los productos de las reacciones paralelas se mezclaron, 10 'yl del tubo de
reacciéon de p-actina y 10 pl del tubo de reaccién del gen correspondiente,
posteriormente se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2.5% en
TAE1X, con bromuro de etidio (0.1 pyg/ml) (Sambrook et al., 1989). Los geles se
visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se fotografiaron con una

camara polaroid DS-34.

5.8. Purificacién y secuenciacion

El fragmento de DNA amplificado para cada gen se purificé de un gel de agarosa
al 3%. La banda se corto y se disolvio en INa 6M a 37°C , para posteriormente
ser purificada por perlas de vidrio. El DNA se eluy6 de estas perlas con una
solucion de Tris-EDTA. Una vez purificado el producto se determind su
concentracion.

La secuencia de nucleétidos del fragmento obtenido, para cada gen, se realizo en
un secuenciador automatico Applied Biosystems, utilizando un microgramo del
fragmento puro y un pmol del oligonucledtido sentido, para la secuencia sentido
y un pl del oligonucledtido antisentido para la secuencia complementaria. Cada

secuencia se realizé por duplicado.
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Una vez corroborada la identidad de cada fragmento se realizé el analisis por RT-
PCR del RNA total obtenido de tejidos embrionarios de L. olivacea incubados a
26°C y 33 °C.

5.9. Densitometria

Para tener un valor semi-cuantitativo de la expresion de los genes Sox9, Dax1y el
gen de la aromatasa P450 se realizé un andlisis densitométrico. Todas las
fotografias de los geles se tomaron con el mismo transiluminador U.V. Se ocupé
también la misma camara fotografica, DS34, tomando la ‘fotografia con una
apertura de 5.6 y una exposiciéon de medio segundo. En estas condiciones se
observaron las bandas con mayor definicion. La pelicula ocupada en todas las
ocasiones fue la Polaroid Polopan 667, asa 3000. En todos los casos el tiempo de
revelado fue de 60 segundos.

Los geles se digitalizaron en un Scanner HP 8300, con una resolucion de 300 dpj,
Las imagenes se salvaron sin modificar las condiciones de brillo y de contraste.
Las imagenes de los geles se analizaron por computadora, en cada imagen se
delimité una zona que incluyd las bandas del gen de interés y las del gen control
(p-actina). La zona elegida se evalub pixel por pixel en la escala de blanco a
negro (0-256). Se calculd de las graficas obtenidas el area de cada pico, que es el
equivalente a cada banda, para poder realizar este analisis densitometrico se
ocup6 el programa Scion Image, el cual asigna un valor por area a cada banda.
Se analizaron un total de tres geles para la aromatasa P450, cuatro para Sox9 y
cinco para Dax1. Se grafico el promedio de la relacion gen de interes/ actina para

cada etapa de desarrollo.

5.10. Dot Blot

Para el estudio de la expresidén del gen Sox9, por dot blot, se cuenta con un
plasmido que tiene insertada una secuencia de 396 pb de la region PQS del gen
SOX9 humano. El plasmido pCDNA3-SOX9PQS se construyo a partir del vector

pCDNA3 (Invitrogen), flanqueando la regidn clonada presenta promotores para las
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RNA polimerasas T7 y SP6. Este plasmidc presenta como marcador genético

resistencia a ampicilina (Harley, 1998 comunicacién personal).

12 Bgl Il
161 Mun |
206 Nru |
228 Miu |
Boglsage 0 070 249 5pe Etss Nde |
cg
Sca | 5352 Yy, 588 SnaB |
PuTS24T” S \ 555 T7p
~ 889 HinD Il
895 Kpn I

1224 PpuM |
1299 BsaB |
1299 EcoR V
1304 Bstx |
1315 Not |
1322 Xho |
1334 Xba
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BstB 1 3311 2417 Stu

Rsril 3145 2420 Avr
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Figura 2. Plasmido pCDNA3-SOX9PQS. Se muestran ios principales sitios de
restriccion y las regiones de los promotores SP6 y T7. En negro se encuentra
marcado el fragmento de SOX9.
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El plasmido pCDNA3-SOX9PQS (5797 pb) (Figura 2) se utilizd para transformar
células competentes de Escherichia coli JM101. Una vez transformadas las
bacterias se caracterizé el plasmido con una digestion con la enzima Pvull. De
acuerdo al mapa de restriccion del plasmido se deben obtener cuatro fragmentos:
666, 1069, 1097 y 2965 .

Se digirieron 10 pg de plasmido con la enzima Kpnl para linearizar el plasmido de
manera que el promotor para la enzima SP6 quedo disponible, para obtener la
ribosonda antisentido (PSP6).

Para obtener la ribosonda sentido (PT7) se digirié con la enzima Xhol para dejar
libre ia region del promotor T7.

Posteriormente 1 pg del plasmido linearizado se utilizd para realizar la
transcripcién in vitro con dUTP marcado con digoxigenina (Boehringher
Mannheim).

El tamafio y calidad de las ribosondas se observé en un gel de agarosa 1%. La
eficiencia de marcado y la concentracién fueron evaluadas colocando 1 pl de una
dilucion 1:10 de cada ribosonda en una membrana de nyion, fijandolas con luz
ultravioleta. En la misma membrana se colocaron diferentes cantidades de la
ribosonada control. Se detectd la sonda con un anticuerpo antidigoxigenina,
acoplado con fosfatasa alcalina, la cual actia sobre el NBT/BCPI dando una
reaccion colorida (Boehringher Mannheim). La concentracion de las ribosondas
PT7 y PSP6 fue de 100ng/pi.

Las condiciones de hibridacion de la ribosonda contra RNA obtenido a partir de
tejido gonadal de L. ofivacea se establecieron por medio de la técnica de dot blot.
Se colocaron gotas de 1 ug de RNA obtenido a partir de testiculos y ovarios de
raton de 17.5 dpc y de embriones de L. ofivacea etapa 28, 26°C y 33°C.

El RNA se fijo a la membrana con luz UV. Se hibridé en una solucion: formamida
50%, 5XSSC, 2% de agente de bloqueo (Boehringher Mannheim), N-
lauroylsarcosina 0.1%, SDS 0.02% y 100ng de ribosonda marcada. La

temperatura de hibridacion se varié hasta obtener una hibridacion especifica. Con
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la misma solucién de hibridacién se probaron tres distintas temperaturas: 37°C,
42°C y 40°C. (Figuras 3, 4 y 5). Esta Ultima result6 la mejor.

Una vez establecidas las condiciones de hibridacion se estudiaron cerebros de L
olivacea separados en cerebro anterior y cerebro posterior. Las etapas estudiadas
fueron 24, 26 y 28 tanto de embriones incubados a temperatura feminizante

(33°C) como a temperatura masculinizante (26°C).

Sonda contrasentido:

P Tr Or Tt Ot
Sonda sentido:

Figura 3. Membranas para mostrar ta hibridacion a 37°C. Las gotas Tr y Or corresponden
a testiculo y ovario de raton de 17.5 dpc. Tty Ot corresponden a testiculo y ovario de L
olivacea etapa 28. La gota P corresponde al plasmido pCDNA3-SOX9PQS.
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Sonda contrasentido:

.
SN s

*

RSO

Or Tr Ot Tt P

Sonda sentido:

Or Tr Ot Tt P

Figura 4. Membranas para mostrar la hibridacién a 42°C. Las gotas Tr y Or corresponden
a testiculo y ovario de ratén de 17.5 dpc. Tt y Ot corresponden a testiculo y ovaric de L
olivacea etapa 28. La gota P corresponde al plasmido pCDONA3-SOX8PQS.

Sonda contrasentido:

Figura 5. Membranas para mostrar la hibridacion a 40°C. Las gotas Tr y Or corresponden
a testiculo y ovario de ratén de 17.5 dpc. Tty Ot cotresponden 2 testiculo y ovario de L
olivacea etapa 24. La gota P corresponde al plasmida pCDNA3-SOXSPQS.
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5.11. Experimentos de intercambio

| os experimentos de intercambio consisten en incubar a una temperatura inicial
uno o varios nidos, divididos en grupos de 10 huevos. Estos grupos se cambiaron
de temperatura en diferentes intervalos de tiempo y/o de desarrollo. Se dejaron
incubar en la nueva temperatura hasta alcanzar una etapa en la que puedan ser
sexados por histologia de la génada. Se deja un grupo de 10 huevos en la
temperatura inicial como control del nido. En el presente trabajo se intercambiaron
grupos de embriones de 26°C a 33°C en las etapas 21, 22, 23, 24, 25 y 26 que
corresponden a los dias 19, 24, 27, 34, 41 y 49. También se intercambiaron de
33°C a 26°C en las etapas 21, 22, 23, 24, 25 y 26 que corresponden a [os dias 12,
15, 17, 19, 25, 27 y 28. Se incubaron los embriones intercambiados hasta
alcanzar la etapa 29-30, se muestrearon y se realizd la microdiseccion de las
goénadas. Se utilizé una génada para el sexado histolégico y la contralateral para

analizar la expresion de Sox9 por RT-PCR.

5.12. Regulacién negativa de la expresion de Sox9

De acuerdo a los estudios de intercambio realizados en L. olivacea (Merchant ef
al., 1997) se sabe gue todos los embriones que se incuban a 26°C se feminizan
cuando se intercambian en el dia 27 (etapa 23) a 33°C. Con este antecedente se
elegi¢ realizar este intercambio para conocer el momento en que el Sox9 se
regula negativamente a temperatura feminizante. Se incubaron 100 embriones a
26°C hasta alcanzar la etapa 23, entonces se intercambiaron a temperatura
feminizante 33°C (intercambio sencillo). Se muestrearon 10 embriones en fos dias
8, 8, 10, 12 y 14 después del intercambio, disecando las gonadas para el analisis
de la expresion del gen Sox9 por RT-PCR. En los mismos dias se regresaron 10
embriones a la incubadora de 26°C (doble intercambio) hasta la etapa 29-30, se

muestrearon y se disectaron las génadas para sexado histologico.
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5.13. Sexado histologico

Para el andlisis histologico de las goénadas se disectaron y se fijaron en solucion
de Karnovsky , sin calcio y con pH 7.4 (Karnovsky, 1965) por una hora a 4°C.
Posteriormente se lavaron con buffer cacodilatos pH 7.3, una hora a 4°C. Se
posfijaron en una solucion de tetradxido de osmio al 1% en amortiguador de
Zetterqvis (Zetterqvis, 1956) por una hora a 4°C. Las muestras se deshidrataron
en alcoholes porcentuales 70, 80, 90, 95 y 100, 10 minutos 'en cada uno a
temperatura ambiente. Se colocaron en oxido de propileno .20 min, epon 812:
oxido de propileno (1:1) por una hora, epon 812: oxido de propileno (2:1) por una
hora, epon puro por 12 a 24 horas. Se incluyeron en epon 812 a 60°C. Se
obtuvieron cortes semifinos de una micra de grosor y se tifieron con azul de
toluidina para microscopia de luz. Las laminillas se observaron en un microscipio
optico (Nikon HFX-DX).
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6. RESULTADOS

6.1 Desarrolio embrionario

En la tabla 2 se muestra la comparacién del desarrolio entre los embriones
incubados a 26°C (temperatura masculinizante, TM) y los incubados a 33°C
(temperatura feminizante, TF). En el anexc 2 se muestran el analisis de los datos
de dias y etapas de los distintos nidos incubados a 26°C y a 33°C, también se
muestran las graficas correspondientes, la tabla 2 es el resultado de dicho
analisis. En la figura 6 se muestra la comparacién de las etapés alcanzadas a TM
y a TF en los dias de incubacién 15, 19, 27, 34 y 46.

Tabla 2. Tiempo de incubacién a 26°C y 33 °C. Comparacién de las etapas de
desarrollo.

Etapas de Desarrollo
21 22 23 24 25 26 27 | Eclosién
Dias de
Incubacion 19 24 27 34 41 49 56 75
26°C
Dias de
incubacion 12 15 17 19 25 30 35 46
33°C

6.2. Desarrollo de la gonada .

El embrién se desarrolla mas rapido a temperatura feminizante que a temperatura
masculinizante. En correlacién con lo anterior, las génadas crecen més rapido a la
temperatura feminizante.

A 33°C (TF) el desarrollo gonadal es el siguiente:

En las etapas 21-23 las células mesenguimaticas se condensan en grupos cerca
del epitelio celdmico de la cresta genital.

En las etapas 23-24 la gonada se encuentra en estado indiferenciado con
cordones sexuales no desarrollados. La corteza estd compuesta de células

epiteliales cuboidales y células germinales.
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En las etapas 25-26 se forman los cordones sexuales y permanencen continuos
con la superficie del epitelio en algunas regiones.

En las etapas 27-28 se nota una diferencia histolégica al compararlas con las de
26°C, el epitelio superficial aumenta de espesor y contiene muchas de las células
germinales, los cordones medulares todavia son evidentes.

En la etapa 29 los cordones medulares aparecen fragmentados.

En las crias los ovarios se aprecia una corteza desarroflada y se aprecia la
fragmentacion de los cordones sexuales medulares.

A 26°C el desarrollo gonadal es semejante al de 33°C en las pﬁmeras etapas:

En la etapa 23-24 se encuentra en estado indiferenciado, similar al encontrado a
33°C.

En la etapa 25-26 se distinguen los cordones sexuales rodeados de tejido
estromatico y permanecen continuos con el epitelio superficial en algunas
regiones.

En la etapa 28 se distinguen los cordones sexuales en la méciuia y el epitelio
superficial se ve delgado sin células germinales.

En los testiculos de las crias son notables los cordones testiculares en la region
medular y estan separados del epitelio celémico por tejido estromatico.

En la figura 7 se muestran cortes histologicos semifinos de gonadas en etapas 24,
26 y 28 de embriones incubados a TF (A,B,C) ya TM (D,E,F).

6.3. Secuenciacion

Las secuencias de los fragmentos de RT-PCR obtenidos de los genes Sox9, Dax1
y aromatasa P-450 de Lepidochelys olivacea se muestran de manera
independiente. Asi como la comparacion de la secuencia de aminoacidos

obtenida para L. olivacea y la de otros vertebrados.
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(A)

(B)

(C)

(D)

(E)

Figura 6. Esquemas que muestran la diferente velocidad de desarrollo de los
embriones incubados a TM (Columna izquierda) o a TF (Columna derecha). (A):
15 dias de incubacidn. TM: etapa 20, TF: etapa 22 (B): 19 dias de incubacion Th:
etapa 21, TF: etapa 24 (C) 27 dias de incubacion TM: etapa 23, TF: etapa25-26.
(D) 34 dias de incubacion TM: etapa 24, TF: etapa 27 y (E) 46 dias de incubacion
TM: etapa 25-26, TF: cria. (Esquemas modificados de Miller, 1985).
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Figura 7. Histologia de las gonadas de embriones incubados a temperatura feminizante (TF){A,B,C).
A: Etapa 24. B: Etapa 26 y C: Etapa 28. Embriones incubados a temperatura masculinizante
(TMY(D,E,F). D: Etapa 24. E: Etapa 26 y F. Etapa 28. CM: cordones medulares. CMF: cordones
medulares fragmentados. CG: células germinales. Co: corteza. CT: cordones testiculares. TE: tejido
estromatico Barra 100um. (Fotografias: H.Merchant).
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6.3.1. Sox9

La secuencia obtenida del fragmento de RT- PCR purificado fue la siguiente:

i0 20 30 40 50

l E [ i |
GTT CAC TCT CCA GGR GAG CAT TCA GGG CAG TCC CAG GGG CCC CCG CTIC CTC
Vv H S P G E H S G 0] S Q G P P L L

60 70 g0 90 100
| ] I I !
ATA ACT ACA CCA ARA ACA GAT ATC CAG CCT GGG ARG CAA GAC CTA AAG CAA
I T T P K T D I 9] P G X Q B Q K Q
110 120 130 140
| l I |

GCAR GGG CAC CCT TTC AGG AAG AGG GGA AGA CAA CCG CCA CAT
E G H P F R K R G R Q P P H

Esto corrobora la identidad del fragmento como parte del gen Sox9. La secuencia
se incorpord a la base de datos Gene Bank, el nimero de acceso es AF335422.
Se muestra solamente la region mas legible del fragmento secuenciado.

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de SOX9 en L olivacea y otros

vertebrados es la siguiente:

Trucha (0. mikyss) VHSPSEHSGQSQGPPTPPTTPKTDLA-
Tortuga (7r.scripta) VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPKTDVQ-
Cocodrilo (a.mississippiensis) VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPKTDVQO-
Pollo (G.gallus) VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPQTDAQQ
Ratdn (M musculus) VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPKTDVQ-
Humano (H.sap:ens) VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPKTDVQ—
Golfina (i.vlivacea) VHSPGEHSGQSQGPPLLITTPKTDIO-
Trucha (o. mikyss) VGKADLKREGRPLOEGTGROLN
Tortuga (r. scripta) PGKODLKREGRPLOEGGROPPH
Cocodrilo (a.mississippiensis) PGKQODLKREGRPLOEGGROPPH
Pollo (s.gallus) PEGKODILKREG-PLAEGGRQPPH
Ratdén . muscuivs) AGKVDLKREGRPLAEGGRQPP—
Humano (#.sapiens) PGKADLKREGRPLPEGGRQPP-
Golfina (rL.ciivacea) PGKODOKQEGHPFRKRGRQPPH

Los aminoacidos idénticos en todas las secuencias se indican en negritas.
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En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de similitud entre las secuencias.

Tabla 3. Porcentaje de similitud de la secuencia parcial de aminoacidos de
SOXS9 entre distintos vertebrados.

Trucha |{Tortuga |Cocodrilo|Polio Ratén Humano | Golfina

Trucha 100.00

Tortuga 82.95 |[100.00

Cocodrilo} 82.95 |100.00 |100.00

Pollo 79.38 95.24 9524 |100.00

Ratoén 82.58 95.24 95.24 93.52 |100.00

Humano | 84.15 96.80 96.80 93.52 85.24 (100.00

Golfina 67.40 82.95 82.95 82.58 79.38 81.02 |100.00

6.3.2. Dax1
La identidad de! fragmento obtenido por RT-PCR para Dax? se comprobo por

secuenciacion:
10 20 30 40 50

ACC AAG GAG TAC GCC TAC CTC RAG GGG ACT GTG CTC TTC ARC CCG GAT CTG
T K E Y A Y L K G T v L F N P D L

TO TO ?O ?O ?GO
CCA GGG CTG CAG TGT GTA CAA TAT ATC CAG GGA CTG CAG AGG GAA GCA CAG
P G L Q C v Q Y I Q G L Q R E A O

110 120 130 140 150
I ! \ | |
CAR GCT CTA AAT GAA CGC GTC AGA CTG CTA CAT CGR GGG GAC CAG GCC AGAR
Q A L N E R \ R L L H R G D Q A R

160 170 180 190 200

1 | i |

TTT GCC ARG CTG RAT GTT GTT CTT TCC TTG CTA AGA TCC ATT AAT GCT AAC
F A K L N v v L s L L R s I N A N

210 220 230 240 250

GTA ATT GCC GAA CTA TTC TTT AGG CCC ATC ATT GGA ACA GTC NNN AAC ATG
v I A E L F F R P T I G T v % N M

260 270

CRA GAC ATG GAG GGA C
Q D M R D
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La comparacién de la secuencia de aminoacidos del fragmento de la proteina

DAX1 de L. olivacea y otros vertebrados se muestra a continuacion:

Cocodrilo (a.mississipprensis; PKEYAYLKGAVLFNPDLPGLQCTQYIQGLQREAQQ

FPollo (s.gallus) TKEYAYLKGTVLENPDLPGLOCTOYIEGLOKEAQE
Ratdn (m.musculus) TKEYAYLEGTVLFNPDLPGLQCVKYIEGLQWRTQO
Humano (H.sapiens) TKEYAYLKGTVLFNPDVPGLQCVKYIQGLQWGTQQ
Golfina (r.olivacea) TKEYAYLKGTVLFNPDLPGLQCVCYIQGLQREAQQ
Cocodrilo (a.mississippiensis) ALNEHVRLIHRG DOARFAKLNIALSLLRSINAN--
Pollo (G.gallus) ALNEHVRLIHRG DQARFAKLNVVLS'LLRS INANVI
Ratoédn (M.musculus) ILTEHIRMMOREYQIRSAELNSALFLLREFINSDVV
Humano (H.sapiens) ILSEHTRMTHOQGPEDRFIELNSTLEFLLREINANVI
Golfina (L.olivacea) ALNERVRLLHRGDQARFAKLNVVLSLLRSINANVI

Cocodrilo (A.mississippiensis) ———=—=—=—=-———————==—=

Pollo (c.galius) AELFFRPIIGTVNMDDMLIL,
Ratdn (m.musculus) TELFFRPIIGAVSMDDMML
Humano (H.sapiens) AELFFRPIIGTVSMDDMML
Golfina (r.oiivacea) AELFFRPIIGTVNMODMRD

Los aminoacidos que son iguales en todos los vertebrados considerados se

indican en negritas.

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de similitud entre las secuencias.

Tabla 4. Porcentaje de similitud de la secuencia parcial de aminodcidos de
DAX1 entre distintos vertebrados.

Cocodrilo Pollo Ratén Humano Golfina
Cocodrilo 100.00
Polio 90.13 100.00
Raton 66.17 72.01 100.00
Humano 67.60 73.07 78.05 100.00
Golfina 90.13 90.32 67.70 73.07 100.00
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6.3.3. Aromatasa P-450
El fragmenio obtenido por RT-PCR para el gen de la aromatasa P-450 se
secuencié para corroborar su identidad. La secuencia correspondiente se muestra

a continuacion:

10 20 30 40 50

] ! i | |

GGT TAT AAG GGA ACT RAC ATC ATT CTIG AAC ATC GGA AGA ATG CAC AGG CTC GAG
G Y K G T N I I L N I G R M H R L E

60 70 80 80 100

TAC TTC CCT AAG CCC RAT GAA TTT ACC CTT GAA AAC TTT GAG AAG AAT GTT CCC
Y F P K P N E EF T L E N F E K N v P

1108 120 130 140 150 160

TAC BGG TAC TTT CAG CCT TTT GGC TTT GGG CCC CGC GGC TET GCT GGG BAG TAC
Y R Y E Q P F G F G P R G C A G K Y

170 180 120

ATC GCC ATG GTA ATG ATN GAA NCA NCT CA
I A M v M X E X X

La comparacion de la secuencia parcial de aminoacidos de la aromatasa P450 de

L. olivacea con la de otros vertebrados es la siguiente:

Trucha (o. mikyss) VPKGTNIILNMGRMHRSEFFLKPNEFSLDNFEK
Tortuga (M. terrapim VKRGTNIILNIGRMHEKLEEFPKPNEFSLENFEK
Pcllogs.gallus) VEKGTNITILNIGRMHKLEFFPKPNEFSLENFEK
Vaca (B.tauras) VKKGTNIILNLGRMHRLEFFPKPNEFTLENFAK
Rata (r.rattus) VEKGTNIILNIGRMHRLEYFPKPNEFTLENFEK
Ratdn (M.musculus) VEKKGTNIILNIGRMHRLEYFPKPNEFTLENFEK
Humano (H.sapiens) VEKKGTNIILNIGRMHRLEFFPKPNEFTLENFAK
Golfina (r.oiivacea) GCYKGTNIILNIGRMHRLEYFPKPNEFTLENFEK
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Trucha(o. mikyss)

Tortuga (M. terrapin)
Pollo(6.gailus)
Vaca(s. taurus)
Rata(r. rattus)

Raton (M. musculus)
Humano (. sapiens)

Golfina

(L.olivacea)

NIPNRFFQPFGSGPRSCVGKHIAMVMMEKS T
NVPSRYFQPFGFGPRACVGKFIAMVMMEKA L
NVPSRYFQPFGIGPRGCVGKY IAMVMMKATL
NVPYRYFQPFGEFGPRACAGKY ITMVMMKVV
NVPYRYFQPFGFGPRSCAGKY IAMVMMEKVYV
NVPYRYFQPFGFGPRGCAGRY IAMVMMKVV
NVPYRYFQPEFGFGPRGCAGRY IAMVMMKAT
NVPYRYFQPFGFGPRGCAGKY IAMVMXEXX

Los aminoacidos que son iguales en todos los vertebrados mencionados se

indican en negritas.

En la siguiente tabla se muestra el porcentaje de similitud entre las secuencias.

Tabla 5. Porcentaje de similitud de la secuencia parcial de aminoacidos de la
Aromatasa P450 entre distintos vertebrados.

Trucha |Tortuga | Pollo Vaca |Rata |Raton |Humano | Golfina
Trucha 130.00
Tortuga 77.00 [100.00
Pollo 80.30 | 95.10 [100.00
Vaca 7540 | 83.60 | 8520 {100.00
'Rata 78.70 | 86.90 | 88.50 91.801100.00
Raton 77.00 | 86.90 | 90.20 91.80 | 98.40 |100.00
Humano | 77.00 | 8520 | 920.20 95.10| 95.10| 96.70 { 100.00
Golfina 73.30 | 81.70 | 85.00 86.70| 93.30| 95.00| 91.70 |100.00
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6.4. RT-PCR.
Los resultados del andlisis de la expresion de los genes Sox9, Dax1 y aromatasa

P-450 por RT-PCR se muestran a continuacion de manera independiente.

6.4.1. Sox9

La expresion de Sox9 se estudié en embriones incubados a temperatura
masculinizante (TM)(26°C) y en embricnes incubados a temperatura feminizante
(TF)(33°C). El nimero de gobnadas estudiadas por etapa se muestra entre
paréntesis. Grupo 26°C: Etapa 21/22 (5), Etapa 23/24 (10), Etapa 24 (18), Etapa
24125 (6), Etapa 25 (22), Etapa 26 (17), Etapa 27 (16).

Grupo 33°C: Etapa 21/22 (3), Etapa 23/24 (9), Etapa 24 (25), Etapa 24/25(11),
Etapa 25 (23), Etapa 25/26 (14) Etapa 26 (14), Etapa 27 (16).

El analisis por RT-PCR del patron de expresion de Sox9 en la génada se muestra
en la figura 8.

En los embriones incubados a 26°C se observo la expresion de Sox9 en todas las
etapas analizadas. En los embriones incubados a 33°C se observd expresion en
las etapas 23, 24 y 25. En la etapa 25/26 el 25% de los embriones expresaron
Sox9. A partir de la etapa 26 no se detecta transcrito. '

En la gréafica 1 se muestra el patron de de expresion en las gonadas de embriones
incubados a TMy a TF.

Para estudiar la expresion en cerebro anterior y posterior se utilizd la técnica de
de Dot Blot. En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos, en cerebros de
embriones incubados a TM y a TF de las etapas 24, 26 y 28. El transcrito esta
presente en ambas regiones del cerebro en todas las etapas estudiadas a ambas
temperaturas.

Para confirmar estos datos se realizé un RT-PCR en las mismas etapas, se
observo expresion de Sox9 en ambas regiones del cerebro, en todas las etapas, a

TM y a TF (no se muestran los resultados).
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Et24 Et25 Et 26 Et27
E 26 33 26 33 26 33 26 33

500 pb —
400 pb = ;
300 pb — 8 < Sox9

200 pb — | [ Actina

Figura 8. Electroforesis en agarosa del RT-PCR del gen Sox9. Carril E: marcador
de peso molecular (100 pb). Carriles 26: génadas de embriones incubados a 26°C
(TM). Carriles 33: gdnadas de embriones incubados a 33°C (TF).Carriles Et
etapas de desarrollo de los embriones analizados. Ef24:; etapa 24. Et25: etapa 25.
Et26: etapa 26. E127: etapa 27. Todos los carriles muestran el fragmento de 252
pb correspondiente a la -actina; los carriles de las etapas 24 y 25 muestran el
fragmento de 309 pb correspondiente a Sox9 en ambas temperaturas. En las
etapas 206 y 27 sdélo se observa en los embriones de 26°C.
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Patrén de expresion de Sox9
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Grafica 1. Patrén de expresién del gen Sox9 en gonadas de embriones incubados
a 26°C (TM) y de embriones incubados a 33°C (TF). En el eje de las X se
muestran las etapas de desarrolic de los embriones analizados (etapas 23 a 27).
El ef sje de las Y se muestra el promedio y la desviacién estandar de la relacion
Sox9/ p-actina, calculada a partir de los valores de densidad.

Sonda contrasentido:

m ¢ e ey

CA CP CACPCA CP CACP CACPCACPOr P
33 26 33 26 33 26
Etapa 24 Etapa 26 Etapa 28

Figura 9. Dot blot para mostrar hibridacion RNA-RNA. Se analiz6 RNA obtenido de
cerebro anterior {puntos CA) y posterior (puntos CP) . 26: embriones incubados a
26°C (TM). 33: embriones incubados a 33°C (TF). Or: ovario de raton 17.5 dpc. P:
plasmido pCDNA3-SOX9PQS.
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6.4.2. Dax1

La expresion del gen Dax? se estudid en las gonadas de embriones incubados a
TM (26°C) y en embriones incubados a TF (33°C), Las etapas estudiadas para
cada grupo fueron: 23, 24, 25, 26 y 27, para cada etapa se analizaron 10
gbénadas. '

En la gréfica 2 se muestra el patron de expresion en las génadas de embriones
incubadosa TMya TF.

El analisis por RT-PCR se muestra en la figura 10. En los embriones incubados a
TM y TF se observa expresion en ambos grupos en todas las etapas estudiadas.
A TF Dax1 se expreso en niveles similares en todas las etapas, mientras gue a

TM su expresién dismunuyd a partir de la etapa 26.

Patron de expresion de! gen Dax1

25
1.5}

0.5
0 4 J : —— s
23 24 25 26 27
Etapas de desarrollo

Refacién Dax1/B-actin

i[_.,_ze"c ™) —g—33°C (TF) J

Grafica 2. Patron de expresion del gen Dax1 en gonadas de embriones incubados
a 26°C (TM) y de embriones incubados a 33°C (TF). En el eje de las X se
muestran las etapas de desarrollo de los embriones analizados (etapas 23 a 27).
El el eje de las Y se muestra el promedio y la desviacion estandar de fa relacion
Dax 1/ -actina, calculada a partir de los valores de densidad.
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Figura 10. Electroforesis en agarosa del RT-PCR del gen Dax1. RNA obtenido de
gonadas de embriones de L. olivacea. A) Embriones incubados a 26°C (TM). B)
Embriones incubados a 33°C (TF). Carriles 23, 24, 25, 26 y 27 etapas de
desarrollo estudiadas. Los primeros cinco carriles muestran el fragmento de 252
pb correspondiente a la i-actina Los cinco siguientes muestran el fragmento de
271 pb correspondiente a Dax 7. Marcador de peso molecular: escalera de 100 pb.
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6.4.3. Aromatasa P-450

La expresion del gen del aromatasa P-450 se estudié en embriones incubados a
temperatura masculinizante (26°C) y en embriones incubados a temperatura
feminizante (33°C), Las etapas estudiadas para cada grupo fueron: 23, 24, 25, 26,
27 y 28. Para cada etapa se analizaron 10 pares de goénadas, 4 cerebros
anteriores y 4 cerebros posteriores.

En la grafica 3 se muestra el patron de expresion en las gonadas de embriones
incubados a TMy a TF.

El analisis por RT-PCR de la expresion de! gen de la aromatasa P-450 en génada

se muestra en la figura 11.

Patrén de expresién de la aromatasa P450

1.8

16
14
12X

1

Relacién Aromatasa P450/ b
actina

0.8
06 4
0.4
|
0 | : ; e
23 24 25 26 27 28

Etapas de desarrollo

—o—25°C (TM) —g—33°C (1P) |

Grafica 3. Patron de expresion del gen de la aromatasa P450 en gonadas de
embriones incubados a 26°C (TM) y de embriones incubados a 33°C (TF). En el
eje de las X se muestran las etapas de desarrollo de los embriones analizados
(etapas 23 a 28). El el eje de las Y se muestra el promedio y la desviacion
estandar de la relacion aromatasa P450/ B-actina, calculada a partir de los valores
de densidad.
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Figura 11. Electroforesis en agarosa del RT-PCR del gen de la aromatasa P450.
RNA obtenido de gonadas de embriones de L. ofivacea. A) Embriones incubados
a 26°C (TM). B) Embriones incubados a 33°C (TF). Carril E: marcador de peso
molecular (OX174/Haelll). Carriles 23, 24, 25, 26, 27 y 28: etapas de desarrollo
analizadas. Todos los carriles muestran el fragmento de 252 pb correspondiente a
la B-actina, también muestran el fragmento de 205 pb correspondiente al gen de la
aromatasa P450.
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En la grafica 4 se muestra el patron de expresion en el cerebro anterior y posterior
de embriones incubados a TM y a TF. El analisis por RT-PCR de la expresion del
gen de la aromatasa P-450 en cerebro se muestra en la figura 12.

En ambas temperaturas se observo la expresion del gen de la aromatasa P-450
en todos los tejidos analizados (génada, cerebro anterior y cerebro posterior), en
todas las etapas estudiadas.

E! nivel de expresion es similar en todos los tejidos y etapas a ambas

temperaturas.
Expresion de la aromatasa P450 en cerebro
1.55
I
- G .
EE 14
e o 1.35
2 13
S8 1251
§ a 12
g 115
1.1 $ t + 4
23 24 25 26 27

Etapas de desarrollo

—&—25°C (TM) cerebro anterior —&—26°C (TM) cerebro posterior
—»—33°C (TF) cerebro anterior —€—33"C (TF) cerebro posterier

Grafica 4. Patron de expresion del gen de la aromatasa P450 en cerebros
(regiones anterior y posterior) de embriones incubados a 26°C (TM) y de
embriones incubados a 33°C (TF). En el eje de las X se muestran las etapas de
desarrollo de los embriones analizados (etapas 24 a 27). E! el eje de las Y se
muestra el promedio y la desviacion estandar de la relacion aromatasa P450/ B-
actina, calculada a partir de los valores de densidad.
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Figura 12. Electroforesis en agarosa del RT-PCR del gen de la aromatasa P450.
RNA obtenido de cerebros de embriones de L. oflivacea. A) Embriones incubados
a 26°C (TM). B) Embriones incubados a 33°C (TF) Carril E: marcador de peso
molecutar ($X174/Haelll). Carriles Et23, Et24, Et25 Et26 y Et27: etapas de
desarrollo analizadas. CA: cerebro anterior. CP: cerebro posterior. Todos los
carriles muestran el fragmento de 252 pb correspondiente a la B-actina, tambien
muestran el fragmento de 205 pb correspondiente al gen de ia aromatasa P450.
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6.5. Intercambios y expresion de Sox9

En la tabla 6 se muestran los resultados de los intercambios de 26°C a 33°C, se
pueden reconocer tres periodos. En el primero de ellos todos los embriones
respondieron al cambio de temperatura, es decir, que todos se desarrollaron como
hembras, a este periodo se le llama periodo indiferenciado (Pl) 'y abarca de los
dias 19 a 24 (etapas 21 a 22). En el segundo periodo algunos embriones
responden al cambio de temperatura, al final de la incubacién se obtuvieron
hembras y machos, a este periodo se le llama periodo sensible a la temperatura
(PST) y abarca de los dias 27 a 34 (etapas 23 a 24). En el tercer pericdo ningdn
embrién respondié al cambio, es decir, todos se desarrollaron como machos, a
este periodo se le llama periodo determinado (PD) y abarca de los dias 41 en
adelante (etapas 25 en adelante).

En la tabla 7 se muestran los resultados de los intercambios de 33°C a 26°C, en
esta se pueden reconocer también los tres periodos. El Pl abarca de los dias 12a
19 (etapas 21 a 24), todos los embriones se desarrollaron como machos. El PST
abarca de los dias 20 a 26 (etapas 24 a 25), algunos embriones respondieron al
cambio de temperatura, al final de la incubacion se obtuvieron hembras y machos.
En el PD, a partir del dia 27, etapa 25 ningtin embrion responde al cambio, es
decir, todos los embriones se desarrollaron como hembras.

La expresion de Sox9 en el momento de sexar las crias coincide en todos los

casos el sexo histolégico, es decir, los machos expresan Sox9y las hembras no.
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Tabla 6. Experimentos de intercambio en Lepidochelys olivacea. Intercambio de temperatura

masculinizante (26°C) a temperatura feminizante (33°C).

Dias de |Etapas| Num. Ndam. Nam. Nam. % Expresion Sox9
incubacion Huevos Embriones | Machos | Hembras | Respuesta RT-PCR
(nidos) | sobrevivientes

Analizados | Positivos | Negativos

Intercambio de 26 £ 0.2 °C a 33 +0.1°C

hS

19 21 | 20(4) 14 0 14 100 6 0 B
24 22 | 20(4) 10 0 10 100 5 0 5
27 23 | 25(4) 13 2 11 85 7 2 5
34 24 | 25(4) 22 14 8 36 14 13 1
41 25 | 25(4) 23 23 0 0 14 14 0
49 26 | 25(4) 24 24 0 0 - - _

Tabla 7. Experimentos de intercambio en Lepidochelys olivacea. Intercambio de temperatura

feminizante (33°C) a temperatura masculinizante (26°C).

Dias de |Etapasi Num. Nam. Nam. Num. % Expresion Sox9
incubacién Huevos| Embriones | Machos | Hembras | Respuesta RT-PCR
(nidos) | sobrevivientes

Analizados | Positivos | Negativos

Intercambio de 33+ 0.1°C a 26 +£0.2°C

12 21 | 20(4) 18 18, 0 100 ; - -
15 22 | 20(4) 14 74 0 100 - : ;
17 23 | 30(4) 18 18 0 100 . - .
19 24 | 30(4) 37 27 0 100 16 16 0
25 25 | 30(4) 24 4 20 83 23 4 19
27 25 | 15(2) 9 0 9 0 g 0 9
28 26 | 25(4) 24 0 24 0 24 0 24




6.6. Regulacion negativa de la expresiéon de Sox9

El andlisis de la expresion de Sox9 por RT-PCR en ias génadas muestreadas en
los dias 6, 8, 10, 12 y 14 después del intercambio se muestra en la figura 13 . El
transcrito de Sox9 se detecta en los dias 6 y 8 en fodos fos individuos analizados,
en el dia 10 se detecta en el 80% de los individuos, en el dia 12 en el 45% de los
individuos y desaparece en ei dia 14.

Para correlacionar la expresién de Sox9 con la determinacion del sexo se sexaron
histoldgicamente las génadas del doble intercambio. Los resultados se muestran
en la figura 14, en donde se observa que en contraste con el descenso gradual en
el porcentaje de embriones que expresan Sox9 en los dias 10 y 12 después del
intercambio, existe una respuesta todo o nada en los embriones del doble
intercambio, todos los embriones que se regresarcn a 26°C en los dias 6 y 8 se
desarrollaron como machos, mientras que los que se regresaron a 26°C en [os

dias 10, 12 y 14 todos se desarrollaron como hembras.

6 8 10 12a 12b 14

500 pb —

400ph — § -

300p — e + 50x9
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200 pb — : : ' ' ' :

Figura 13. Electroforesis en agarosa del seguimiento de la expresion de Sox9 por
RT-PCR después del intercambio de 26°C (TM) (27 dias, etapa 23) a 33°C (TF).
Se observa expresion de Sox9 (fragmento de 309 pb)} en fos dias 6, 8 y 10
despues del intercambio. Hay expresion en algunas génadas en el dia 12 (12a),
mientras estd ausente en los dias 12 (12b) y 14. Todos los carriles muestran el
fragmento de 252 pb correspondiente a la -actina. Marcador de peso molecular:
escalera de 100 pb.
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Figura 14. Correlacion entre el porcentaje de expresion de Sox9 en los dias 6, 8,
10, 12 y 14 después del intercambio de TM a TF (intercambio sencillo) con el sexo
gonadal de los embriones que se regresaron a TM (doble intercambio) en los dias
6, 8, 10, 12 y 14. El sexo histologico se definio en las etapas 29-30.
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7. DISCUSION

En la tabla 2 y en la figura 6 se muestra la comparacion del desarrollo entre los
embriones incubados a 26°C (temperatura masculinizante) y los incubados a 33°C
(temperatura feminizante). La velocidad de desarrolio es mayor en los incubados a
33°C, que tardan de 3 a 5 dias en pasar de una etapa a otra, mientras que los
incubados a 26°C tardan de 7 a 10 dias en pasar de una etapa a otra, la
diferencia del nimero de dias en la misma temperatura se debe a las

caracteristicas de cada individuo y de cada nido.

La similitud a nivel de aminoacidos entre la secuencia de SOX9 de Lepidochelys
olivacea y los otros vertebrados se muestra en la tabla 3. El porcentaje menor de
similitud es del 67.40% con la trucha (Takamatsu ef al, 1997), mientras que el
porcentaje mayor de similitud es del 82.95% con la tortuga Trachemys scripta
(Spotila et al, 1998) y con el cocodrilo (Western ef al., 1999b). Los datos
muestran un alto porcentaje de similitud en la secuencia de la proteina SOX9 en
todos los vertebrados comparados. Por otra parte, el gen Sox@ es parte de la
familia SOX (SRY-like HMG-box gene), familia de factores de transcripcion que
presentan un dominio de unién a DNA, la caja HMG, caracteristica que apoya su
papel como regulador en el desarrollo embrionario.

Al comparar el patréon de expresion del gen Sox9 de la tortuga marina L ofivacea
con el patrén de expresion en otros vertebrados también se observa gran similitud.
En L. olivacea se observd expresion de Sox9 en las génadas de los embriones
incubados a TM en todas las etapas analizadas, mientras que en los embriones
incubados a TF a partir de la etapa 25 disminuye la expresion, y no se detecta a
partir de la etapa 26. La evaluacién densitométrica muestra que los niveles de
expresion de Sox9 a TM son similares en todas las etapas analizadas, mientras
que a TF después de la etapa 25 hay un descenso subito en los niveles de

expresion.
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En el raton los transcritos se observan desde los 10.5 dpc en ambos sexos en la
cresta urogenital. A los 11.5 dpc sélo hay expresién en machos. A los 12.5-13.5
dpc la expresion se localiza en las células somaticas de los cordones sexuales en
los testiculos. En la etapa posnhatal se expresa en testiculo en las celulas
somaticas hasta la edad adulta (Morais da Silva et al, 1996), el patrén de
expresién L olivacea es similar al de raton, ya que se apaga en las hembras
después de la determinacidn del sexo.

El gen Sox9 también se ha encontrado en aves como ef pollo y se'ha estudiado su
expresion, observando transcritos en ambos sexos en etapaé tempranas (etapa
28) y a partir de la etapa 32 solo se observd su expresion en embriones ZZ,
demostrando que en aves juega un papel importante en la diferenciacion testicular
(Morais da Silva et al., 1996). Hay que mencionar que otros estudios realizados en
pollo muestran observaciones diferentes, ya que no observan expresion de Sox9
en los embriones hembras (ZW) en ninguna de las etapas estudiadas (28-40). El
mensajero de Sox9 sblo lo detectan en los machos (Kent ef al., 1996; Oreal ef al,,
1998; Smith et al, 1999). Por lo general, las observaciones diferentes se
relacionan con la sensibilidad de la técnica empleada para la deteccion de la
expresion del gen.

En Ia tortuga Trachemys scripta (Spotila et al., 1998) y en el cocodrilo americano
Alligator mississipiensis (Western et al., 1999b) Sox9 es regulado positivamente
en las gonadas de los embriones incubados a temperatura masculinizante (TM).
Utilizando Northen blot, Spotila y cols. (1998) reportaron que la expresion de Sox9
es mas alta en las gonadas de embriones incubados a TM que los incubados a
temperatura feminizante (TF) en Trachemys scripta. El patron de expresion en T
scripta, especie que presenta TSD indica que Sox9 participa en la diferenciacion
testicular, al igual que en los otros vertebrados desctritos.

En el presente estudio se observd que los transcritos de Sox9 se detectan en las
gonadas de la tortuga golfina a ambas temperaturas en las etapas 23 a 25. En la
etapa 25-26 se detecta en el 25% de las gonadas a TF y en todas las gonadas

TM. A partir de la etapa 26 solo se detecta en las génadas de los embriones
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incubados a TM, mientras que ya no se detecta en los incubados a TF, estas
observaciones coinciden con un estudio previo en el cual se analizé por
inmunohistoquimica la presencia de la proteina SOX9 en gonadas de L. olivacea,
incubadas tanto a TM como a TF (Moreno-Mendoza ef al., 1999). Se observo la
presencia de la proteina en ambas temperaturas en los nlcleos de células
somadticas en la médula de la génada hasta la etapa 24. En ia etapa 25 empezoé a
disminuir en las génadas de embriones incubados a TF, ya que se encontraron
sélo algunos nicleos marcados, mientras que se siguié observando en las de los
embriones de TM. A partir de la etapa 26 ya no se detecto en las gonadas de TF,
y siguié presente en las de TM. Todas estas observaciones nos indican que en L
olivacea la regulacion de la expresion del gen Sox9 es a nivel transcripcional y
que existe una regulacién negativa en ia etapa 25 en los embriones incubados a
TF.

El hecho de que se presente un porcentaje mayor de deteccion de Sox9 en la
etapa 25 en TF por la técnica de RT-PCR en comparacion con la técnica de
inmunohistoguimica se debe a las caracteristicas intrinsecas de la técnica de RT-
PCR. Esta técnica detecta niveles de expresion bajos.

Retomando los datos de semejanza en secuencia y semejanza en funcién de
Sox9 en todos los vertebrados aun con diferente tipo de determinacion sexual, se
puede decir que es un gen conservado en la escala filogenética, como

participante en la diferenciacion testicular.

La simiiitud entre Ia secuencia parcial de DAX1 de Lepidochelys olivacea y los
otros vertebrados es la siguiente: 67.70% de similitud con ta de raton (Swain et al.,
1998), 73.07 % con la de humano (Guo et al., 1996), 90.13% con la de cocodrilo
(Western ef al., 2000) y 90.32 % con la de pollo (Smith et al, 1999). Ni la
secuencia ni la funcion de Dax? esta conservada en la escala filogenética, por
ejemplo en el ratén se ha detectado expresion desde los 11.5 dpc en machos y
en hembras en el componente soméatico de la cresta urogenital, a los 12.5 dpc

decrece dramaticamente en los cordones testiculares, en la génada femenina se
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continua expresando en las céiulas de la teca, sugiriendo que Dax7 se requiere
para la diferenciacién ovarica pero no para la testicular (Swain et al., 1996). En el
pollo no se observa una diferencia en la expresion entre hembras y machos, en
génadas embrionarias de ambos sexos se detectan transcritos, pude ser que en
esta especie tenga un papel en la diferenciacion de ambos sexos (Smith ef al.,
1999). En el cocodrilo se ha observado expresion de Dax1 durante la
gonadogénesis, en embriones incubados a TF y a TM, al parecer no hay
diferencias entre los patrones de expresion de hembras y machos, por lo que no
queda clara la funcion de Dax1 en esta especie (Western et al.‘, 2000).

En el presente estudio se analizé la expresion de Dax7 en las gonadas de
embriones de L ofivacea incubados a TM y en embriones incubados a TF, se
realizé ademas un analisis densitométrico para evaluar los niveles de expresion
en ambas temperaturas. Dax1 se expresa en génadas de embriones incubados a
TF en niveles semejantes en todas las etapas estudiadas (23 a 27), en embriones
incubados a TM en la etapa 26 empieza a bajar el nivel de expresion. Este
resultado es similar a lo observado en el cocodrilo, que presenta transcritos de
Dax1 en embriones a TF y a TM, con la diferencia que en el cocodrilo no se

analizo el nivel de expresion (Western et al., 2000).

La similitud entre la secuencia parcial de la aromatasa P-450 de los vertebrados
comparados se muestra en la tabla 5, en el caso de Lepidochelys olivacea y los
otros vertebrados el porcentaje menor es de: 73.30% con la de la trucha trucha
(Jeyasuria et al., 1994) y el mayor de 95.00% similitud con la de raton (Terashima
et al, 1991). La secuencia de fa aromatasa P450 es muy similar en todos los
vertebrados comparados, esta enzima y su funcion es también muy conservada
en la escala filogenética.

El patron de expresion del gen de la aromatasa P-450 en L olivacea muestra
niveles de expresion semejantes en génada en todas las etapas analizadas, estos
resultados coinciden con un estudio anterior (Salame ef al., 1998) en el que se

evaluaron las concentraciones de estradiol en las goénadas de embriones
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incubados a TF y TM antes y durante el perfodo termosensible, y no se
observaron diferencias significativas al comparar [as concentraciones en gonadas
de embrionesa TMy a TF.

En la figura 15 se correlaciona la expresion de los genes Sox9, Dax? y de la
aromatasa P-450 con el periodo termosensible en L. olivacea, es en este periodo
termosensible en donde se determina el sexo de los embriones. Por los resultados
de los experimentos de intercambio se sabe que los embriones incubados a T™™
se determinan en la etapas 20 a 23, en la etapa 24 ya estén determinados y los
embriones incubados a TF se determinan en la etapa 24-25‘, en la etapa 25 ya
estan determinados. La morfologia de la génada en etapa 24 es igual a ambas
temperaturas (Figura 7), es una gonada indiferenciada, en esta etapa los
embriones incubados a TM ya estan determinados, es decir, qué las génadas a
TM y a TF son morfolégicamente iguales pero a TM ya existe una sefial molecular
para la diferenciacion testicular.

Hay que resaltar que en esta especie el gen Sox9 es el Unico que presenta una
clara regulacién en este periodo, pues se regula negativamente en las hembras
en la etapa 25, mientras que en los machos su expresion continta. E! gen Dax7
se mantiene en los mismos niveles en TF, y pudiera participar en la diferenciacion
ovarica. Sus niveles de expresion disminuyen a TM en la etapa 26, cuando ya el
testiculo esta determinado. E! patron de expresion de la aromatasa P-450 en la
gonada es similar en ambas temperaturas en este periodo lo que podria apoyar {a

hipétesis de un sensor extragonadal de la temperatura.

Para evaluar el papel del sistema nervioso central como un. posible sensor
extragonadal , como propusieron Salame y colaboradores en 1998, se analizé la
expresion de los genes Sox9 y de la aromatasa P-450 en el cerebro de
embriones de L olivacea incubados a TM y a TF comparando las regiones anterior

y posterior.
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Figura 15. Correlacion entre la expresion de los genes Sox9, Dax?1 y de la
aromatasa P450 con el periodc termosensible en Lepidochelys olivacea. TM:
temperatura masculinizante. TF: temperatura feminizante. Etapas estudiadas: 23 a

27.
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£1 RNA mensajero del gen Sox9 esta presente en ambas regiones del cerebro, en
ambas temperaturas (TM y TF), en todas las etapas analizadas. El gen Sox9 en
vertebrados, no se expresa Gnicamente en la génada en desarrollo, también se
detecta en diferentes tejidos como cartilago (Wrigth et al., 1995) y en cerebro (Ng
et al., 1997 y Takamatsu et al., 1897) probablemente si sea parte de la regulacion
del desarrollo del cerebro pero no esta relacionado con la determinacion del sexo
en L. olivacea.

En cuanto a la expresion de la aromatasa P450 en cerebro anterior y posterior no
se observaron diferencias entre las dos temperaturas en todas las etapas
estudiadas. Dicho resultado no coinciden con los hallazgos de Salame y cols.
(1998), quienes reportaron diferentes concentraciones de estradiol en cerebro
posterior de L olivacea. En el cerebro posterior de embriones incubados a TF se
reportd una concentracion de estradiol de 40 pg/mg de proteina, mientras que en
embriones incubados a TM la concentracion reportada fue de 5 pg/mg de
proteina. Una posible explicacién de esta discrepancia, es que exista una
regulacién de la expresion a nivel postranscripcional.

Tampoco coincide con los estudios reafizados en la tortuga terrestre Malaclemys
terrapin (Jeyasuria y Place, 1998) en donde hay una disminucion de los
transcritos de la aromatasa P450 en cerebros de hembras en desarrollo al
momento en que aumenta la expresion en el ovario en desarrollo. Aqui, ademas
de las diferencias entre especies, no se consideré con cuidado el periodo sensible

a la temperatura.

Los patrones de expresion de los genes Sox9 y de la aromatasa P-450 en el
cerebro de L. olivacea indican que la temperatura de incubacion no tiene efecto
sobre la expresion de éstos en el sistema nervioso central, sugiriendo que su
regulacién a nivel transcripcional no participa en la determinacion del sexo. Sin
embargo, no puede descartarse el probable papel del sistema nervioso ceniral en
el mantenimiento de la génada diferenciada. Estudios realizados en L oifvacea

demostraron la presencia de fibras nerviosas en gonadas en desarrollo (Merchant
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et al., 1989; Gutierrez-Ospina et al., 1999). Los resultados muestran la presencia
de fibras nerviosas en el parénquima durante el periodo termosensible. Estas
fibras se identificaron claramente en las etapas 24-27, etapas en las gue se
determina el ovario a TF. Aunque la presencia de los nervios no es suficiente para
afirmar su participacién en la determinacion del sexo dependiente de temperatura
si pudiera sugerirla. .

E! papel del sistema nervioso puede ser mas importante en las hembras que en
los machos, pues la determinacion del testiculo ocurre antes (etapas 20-23) que
en los ovarios (etapas 24-25) {Gutierrez-Ospina ef al., 1999). Un estudio reciente
de cultivo de 6rganos demostrd que las gonadas aisladas en cultivo son capaces
de responder al cambio de la temperatura y reguian la expresion de Sox9 de
manera similar a como ocurre in vivo (Moreno et al., 2001). Este resultado hace
improbable la participacién del SNC en la determinacién sexual de las génadas de

L. olivacea.

| os resultados de los intercambios que se muestran en las tablas 6 y 7 confirman
resultados previos en la misma especie (Merchant ef al., 1997). En la tabla 6 se
muestran los resultados de los intercambios de 26°C a 33°C, se pueden
reconocer tres periodos. En el primero de elios todos los embriones respondieron
al cambio de temperatura, es decir, que todos se desarrollaron como hembras, a
este periodo se le llamé periodo indiferenciado (Pl) y abarca de los dias 19 a 24
(etapas 21 a 22). En el segundo periodo algunos embriones responden al cambio
de temperatura, al final de la incubacion se obtuvieron hembras y machos, a este
periodo se le llamé periodo sensible a la temperatura (PST) y abarca de los dias
27 a 34 (etapas 23 a 24). En el tercer periodo ningin embridn respondid al
cambio, es decir, todos se desarrollaron como machos, a este periodo se le llamo
periodo determinado (PD) y abarca de los dias 41 en adelante (etapas 25 en
adelante).

En la tabla 7 se muestran los resultados de los intercambios de 33°C a 26°C, en

esta se pueden reconocer también los tres periodos. El Pl abarca de los dias 12 a
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19 (etapas 21 a 24), todos los embriones se desarrollaron como machos. El PST
abarca de los dias 20 a 26 (etapas 24 a 25), algunos embriones respondieron al
cambio de temperatura, al final de la incubacién se obtuvieron hembras y machos.
En el PD, a partir del dia 27, etapa 25 ning(n embrién responde al cambio, es
decir, todos los embriones se desarrollaron como hembras.

El intervalo de tiempo entre el momento en que se intercambiaron los embriones y
el momento en que se determinan depende de la temperatura inicial de
incubacion. Para los embriones que inicialimente se incubaron a temperatura
feminizante de 33 °C, la ventana es de alrededor de tres dias;, mientras que para
los embriones que se incubaron inicialmente a temperatura masculinizante de
26°C es alrededor de nueve dias. Los resultados muestran que los embriones
incubados a TM va estan determinados en la etapa 24, mientras que los que se
incubaron a TF se determinan en |a etapa 24-25, el periodo de determinacion del
sexo de la gonada por temperatura puede definirse como el periodo de tiempo
requerido para establecer un proceso molecular irreversible que lleva ala gonada
indiferenciada a formar un ovario o un testiculo.

La expresion de Sox9 en el momento de sexar las crias coincide en todos los
casos con el sexo histologico, es decir, los machos expresan Sox9 y las hembras

no.

Por su patron de expresion el gen Sox9 es un marcador genético de la
determinacion del sexo en L olivacea, por lo que puede utilizarse para evaluar los
experimentos de intercambio. Para establecer el momento en que existe una
regulacion negativa del Sox9 en L olivacea se realizaron los experimentos de
intercambio de embriones incubados a TM hasta el dia 23, etépa 27 a TF se
muestrearon en distintos dias (6, 8, 10, 12 y 14) después del intercambio. En la
figura 13 se muestran los resultados del RT-PCR. Ei RNA mensajero del gen Sox9
se detecta en los dias 6 y 8 en todos los individuos analizados, en el dia 10 se
detecta en el 80% de los individuos, en el dia 12 en el 45% y desaparece en el dia

14. Se observa que la expresién de Sox9 se regula negativamente en el dia 10,
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cuando alcanzan la etapa 25, que en condiciones normales de incubacion en la
etapa 25 a 33°C se empieza a apagar la expresién de Sox9, ya que se observan
los transcritos por RT-PCR (Torres-Maldonado ef al., 2001), y algunos nucleos
marcados por ICQ (Moreno ef af ., 1998).

Estos hallazgos coinciden con el estudio de cultivo de gonadas aisladas en esta
misma especie (Moreno et al, 2001), en donde se observé que las gonadas
aisladas de embriones que se habian incubado a 26°C por 23 dias y luego fueron
cultivadas a 33°C expresaron la proteina SOX9 hasta el dia 10, no detectandola
en el dia 13 de cultivo. ‘

Para correlacionar fa expresion de Sox9 con la determinacién del sexo se asignd
el sexo de las crias a través de cortes histologicos de las génadas del doble
intercambio. Los resultados se muestran en la figura 14, en donde se observa que
en contraste con el descenso gradual en el porcentaje de embriones que
expresan Sox9 en los dias 10 y 12 después del intercambio, existe una respuesta
todo o nada en los embriones del doble intercambio, todos los embriones que se
regresaron a 26°C en los dias 6 y 8 se desarrollaron como machos. En contraste
los embriones que se regresaron a 26°C en los dias 10, 12 y 14 se desarrollaron
como hembras. Aunque se detecté en los dias 10 y 12 un nimero decreciente de
embriones con transcritos de Sox9, el mecanismo molecular responsable de
bloquear la transcripcién de este gen en todos los embriones, se establece entre
los dias 9 y 13 de incubacion después del intercambio a TF. Queda todavia por
delucidar cual es el mecanismo molecular que responde directamente a la TF, el
cual al apagar al Sox9 garantiza la diferenciacion del ovario y con ello la

determinacion del sexo en L. olivacea.
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8. CONCLUSIONES

1.- Se sugiere que en la tortuga marina Lepidochelys olivacea el sexo masculino
es el que se determina de forma pasiva, porque no hay una diferencia en la

expresion de los genes estudiados proxima al periodo de la determinacion sexual.

2.- En L olivacea la temperatura de incubacion feminizante tiene efecto sobre la
expresion del gen Sox9, ya que se presenta una disminucion en la expresion en

la etapa 25 y deja de expresarse en la etapa 26.

3.- A temperatura masculinizante su expresion es continua por lo que se sugiere
que el gen Sox9 puede participar en la cascada de genes que regulan la

diferenciacidn testicular en L olivacea.

4.- La temperatura de incubacion influye en la expresién del gen Dax7, que
presenta una evidente disminucion de su expresién en embriones incubados a ™
en la etapa 26 y se mantiene en los embriones incubados a TF. Esto sugiere que
el gen Dax? podria formar parte de la cascada de genes que regulan la

diferenciacion ovarica en L olivacea.

5.- Al comparar la clara diferencia en las concentraciones de estradiol en cerebro
posterior entre los embriones incubados a TM y TF, con la similitud en el patron de
expresion a nivel del RNA mensajero del gen de la aromatasa P-450 en todos los
tejidos y etapas analizadas tanto a TM como a TF, nos indica que la regulacion de

este gen puede ser a nivel postranscripcional.

6.- La temperatura de incubacion no tiene efecto sobre la expresion de los genes

Sox9 y de la aromatasa P450 en el sistema nervioso central.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO

Alineacion de las secuencias de aminoacidos de las proteinas SOX9, DAX1 y

1

Aromatasa P450.
SOX9: ALINEACION SECUENCIA DE AMINOCACIDOS.

Trucha
Tertuga
Cocodrilo
Pollo
Ratdén
Humano

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Raton
Humano

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Ratén
Humano

Trucha
Tortuga
Cocedrilo
Pollo
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Folle
Ratdén
Humano

MNLLDPFLKMTDEQEKCFSDAPSPSMSEDSVGSPCPSGSG
MNLLDPFMKMTEEQDKCISGAPSPTMSDDSAGSPCPSGSG
MNLLDPFLKMTDEQEKCFSDAPSPSMSEDSVGSPCPSGSG
MNLLDPFMKMTEEQDKGLSGAPSPTMSDDSAGSPCPSGSG
MNLLDPFMKMTDEQEKGLSGAPSPTMSEDSAGSPCPSGSG
MNLLDPFMKMTDEQEKGLSGAPSPTMSEDSAGSPCPSGSG

SCTENTRP-SDNELLLGPDGVLGEFKEADQDKFPVCIRDA
SDTENTRP-QENTF---PKGDPDLKKESDQDKFPVCIREA
SDTENTRP-SDNTF~~~PKGDPDLKKDSEEDKFPVCIREA
SDTENTRPPQENTF---PKGDPDLKKESDEDKFPVCIREA
SDTENTRP-QENTF - - - PKGEPDLKKESEEDKFPVCIREA
SDTENTRP-QENTF---PKGEPDLKKESEEDKFPVCIREA

VSQVLKGYDWTLVPMPVRLNGS SKNKPHVKRPMNAFMVWA
VSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGS SKNKPHVKRPMNAFMVWA
VSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGS SKNKPHVKRPMNAFMVWA
VSQVLKGYDWTLVEPMPVRVNGS SKNKPEHVKRPMNAFMVWA
VSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGS SKNKPHVKRPMNAFMVMA
VSQVLKGYDWTLVPMPVRVNGS SKNKPHVKRPMNAFMVWA

QAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNEGEKRPFVE
QAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNESEKRPFVE
QAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNESEKRPFVE
QAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNESKKRPFVE
QAARRKLADQYPHLHNAELSKTLGKLWRLLNESEKRPFVE
QAARRKLADQYPHLENAELSKTLGKLWRLLNESEKRPFVE

EAERTL.RVQEKKDHPDYKYQPRRRKSVKNGQSEPEDG-EQT
EAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKSVKNGQSEQE-GSEQT
EAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKSVKNGQSEQEEGSEQT
EAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKTVRKNGQSEQEEGSEQT
EAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKSVKNGOAEAEEATEQT
EAERLRVQHKKDHPDYKYQPRRRKSVKNGQAEAEEATEQT
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Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Ratdédn
Humano

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Ratdn
Humanc

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Ratén
Humano

Trucha
Tertuga
Cocodrile
Pcllo
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Cocedrilo
Pollo
Raton
Humano

Trucha
Tortuga
Cocodrilo
Pollo
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Cocedrilo
Peollo
Ratdén
Humano

HISSGDIFKALQ-QADSPASSMGEVHSPSEHSGOSQGPPT
HISPNATIFKALQADSPQOSSSGMSEVHSPGEHSGQSQGPPT
HISPNATFKALQADSPQSSSSMSEVHSPGEHSGRSQGPPT
HISPNAIFKALQADSPQSSSSISEVHSPGEHSGOSQGPPT
HISPNAIFKALQADSPHSSSGMSEVHSPGEHSGQSQGPPT
HISPNAIFKALQADSPHSSSGMSEVHSPGEHSGQSQGPPT

PPTTPKTDLA-VGKADLKREGRPLOEGTGRQLNIDFRDVD
PPTTPKTDVQO-PGKODLKREGRPLOEGGRCPPHIDFRDVD
PPTTPKTDVQ-PGRKQDLKREGRPLQEGGRQPPHIDFRDVD
PPTTPOTDAQQPGKQDLKREG-PLAEGGRQPPHIDFRDVD
PPTTPKTDVQ-AGKVDLKREGRPLAEGGRQPP-IDFREVD
PPTTPKTDVQ-PGKADLKREGRPLPEGGRQPP-IDFRLVD

IGELSSDVISNIEAFDVHEFDQYLPPHGHPGMPGING—--A
IGEFSREVISNIETFDVNELDQYVPPNGHGGVPATHGQPG
IGELSSDVISNIETFRDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGQPG
IGELSSDVISNIETFDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGOVT
IGELSSDVISNIETFDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGO-~
IGELSSDVISNIETFDVNEFDQYLPPNGHPGVPATHGQ-~

QT SYTGSYRGISSNSIGQVGAGGHGWMSKQOQ—— ==~~~ QOP
QVTYSGRY-GISSTSATOGGAG-PVWMSKQ--PPOQPQQOP
CVITYTGSY-GISSTAATPTGAG-HVWMSKQ--—-PQPPQOP
--TYSGTY~GISSSASSPAGAG-HAWMAKQQ-~POPPQPP
-VIYTGSY-GISSTAPTPATAG-HVWMSKQQAPPPPPQOP
-VIY¥YTGSY-GISSTAATPASAG-HVWMSKQOAPPPPPQQOP

———————— ISILSGGGG-~——-——=—=——~-—-~T-GGEQ
PPAPGPAPAA-==~————=m=mm———— e AHTMTTVSSEQ
QPPQPPPOAQPQA~—~m—=—==———— ==~ AHTMTPLSGEQ
AQPPAQ-———=~———m—rmmm———mm e HTLPSTEREQ

PQAPQAPQAPPQO-QQAPPOOPQA-POOQQAHTLTTLSSEP
POAPPAPQAPPOPOARPPQOPAAPPQQPQAHTLTTLSSEP

GRSQGRTTQIKTEQLSPSHYSEQOGSPPQHVT ————=~ YG
GRSQORT~HIKTEQLSPSHYSEQQQHSPOOVN—-—~--—= YR
GOSQORP-HIKTEQLSPSHYSEQQOHSPOQIN-—-—-——— YS
GPAQORP-HIKTEQLSPSHNSEQQOHPEQQOQQOOOLGYG
GRSQO-RT-HIKTEQLSPSHYREQQQHSPQOIS~————— YS
GRSQ-RT-HIKTEQLSPSHYSEQQOHSPQOIA—————— YS

SFNLQHYSASSYPSITRTQYDYSDHQGGANSYYSHAGAQG
SENPQQYSSS-YPTITGWQYDYTDHQSSN-3YYSHAASQS
SENLQHYSSS-YPTITRSCYDYTDHQSSN-SYYSHAAGQS
SEFNLOEYGFS-YPPITRSEYDYTEHQNSG~-SYYSHAAGQS
PFNLPHYRPS-YPPITRSEYDYADHONSG-SYYSHAAGQG
PEFNLPHYSPS-YPPITRSQYDYYDHONSS-SYYSEAAGQG
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Trucha SGLYSFSSYMSPSQRPMYTPTIADPTGVESVPTQTHSPOHW
Tortuga TSLYSTFTYMNPAQRPMYTRPIADSTGVRSIP-QTHSPQHW
Cocodrilo TSLYSTETYMNPTQRPMYTPIADTSGVESIP-QTHSPQHW

Pollo GSLYSTETYMNPTCRPMYTPIADTSGVPTIP-QTHSPOHW
Ratén SGLYSTFTYMNPAQRPMYTPIGDTSGVPSIP-QTHSPQDW
Humano TGLYSTFTYMNPAQRPMYTPIADTSGVPSIP-QTHSPQHW
Trucha EQQPVYTQLSRP

Tortuga EQ-PVYTQLTRP
Cocodrilec EQ-PVYTQLTRP

Follo EO-PVYTOLTRP
Ratdn EQ-PVYTOQVTRP
Eumano BEO-PVYTQLTRP

La regién HMG (High Mobility Group), que se encuentra sefialada en negritas.

Las secuencias de aminoacidos ocupadas para el disefic del

oliganucledtidos Sot1 y Sot2 se encuentran subrayadas.

par de
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DAX1.COMPARACION SECUENCIA DE AMINCACIDOS.

Cocodrilo
Poilo
Wallabi
Ratdn
Humano

Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratédn
Humano

Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratédn
Humano

Cocodrilo
Pcllo
Wallabi
Ratdn
Humano

Cocecdrilo
Pollo
Wallabi
Ratén
Humano

Cocedrilo
Pollo
Wallabi
Ratén
Humano

Cocodriloc
Pollco
Wallabi
Ratén
Humano

Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratdn
Humano

MAGEDHPWQOGSILYNLLMSAKOKHASQEEREVRLGAQCHWG
MAGONHQWOGSILYNMLMSAKQTRAAPEAPETRLVDQCWG

--CVGR~---G-—-~——-—=—— =~ RCCAGGR---ROG3IL
MACLER---C———————=——=——~ HCCADGR---RHGSIL
CACGAQPVLGGERLSGGRDARSLLYRCCFCGENHPRQGGIL
CSCGDEPGVGREGLLGGRNVALLYRCCFCGKDHPRQGSIL

YHILRSEEQPR~GSGP=—m===~=—= GCBSCGARGRGRGRS
YSILKSHDQAAEGPGPRRGQAG--~RGCSCGSQRRVALKS
YSMLTNARQPSVATQAPRARFGAPCWGCACGSAEPLVGRE
YSMLTSAKQTYAAPKAPEATLG-PCWGCSCG-SDPGVGRA

GLPAGQAPSLLYRCCFCGEEHPRQGSILYSLLTSAQQTHEV
GLPGGRPVALLYRCCFCGEDHPROGSILYSLLTSSKQTHY

SREAPEAHRRGEWWQLSYCTQSVGGPEGLOSTQAMAFLYR
APAAPEARPGGAWWDRSYFAQRPGGKEALPGGRATALLYR

SYVCGEEQPQQISVASGTPVSADQTPATPQEQPRAPWWDA
CCFCGEDHPQQGSTLYCVPTSTNQAQAAPEERPRAPWWDT

———————————— AGGERAAAAAVLVKTLREVKGVFPCEFQQL
———————————— POQVVCKAASAVLVKTLRFVONVPCFQEL
""""""" VALKSPQVACKARASAVLVEQLREVKNVEPCEFQEL
SPGVQRLITLKDPQVVCEAASAGLLKTLRFVKYLPCFQIL
SSGALRPVALKSPQVVCEAASAGLLKTLREVKYLPCEQVL

PLAEQLVLVRAAWAPLLVLGLAQDGVALPAHEAAQPSMLQ
PLDEQLVLVRSCWAPLLVLGLAQERVHLETVESAEPSMLQ
PLDEQLVLVRSCWAPLLVLGLAQDRVHFETVETSEPSMLQ
PLDQQLVLVRSCWAPLLMLELAQDHLHFEMMEIPETNTTQ
PLDQQLVLVRNCWASLLMLELAQDRLQFETVEVSEPSMLQ
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Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratdn
Humano

Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratén
Humano

Cocodrile
Pollo
Wallabi
Ratén
Humano

Cocodrilo
Pollo
Wallabi
Ratédén
Humano

RILTAR--—-=———=~ PPP-——=- et PPARDL
RILTTRRL---~GEHAPAPGRQHP—~=~~-—=—- PSAGET
RILTTRRRDPDGPEPPLSSLSSDGVALPARERAAEPPALTD
EMLTTRRQETEGPEPAEPQATEQPQMVSAEAGHLLPARAV
KILTTRRRETGGNEPLPVPTLQHHLAPPAEARKVPSASQV

QALHGVLAKCWSLDIGPKEYAYLKGAVLFNPDLPGLQCTQ
QAIKGFLAKCWSLDISTKEYAYLKGTVLEFNPDLPGLQCTQ
QAIKGFLTKCWSLDISTXEYAYLKGTLLEFNPG-—————~-
OATKSFFFKCWILNIDIKEYAYLKGTVLENPDLPGLQCVE
QAIKCTLSKCWSLNISTRKEYAYLKGTVLENPDVPGLQCVK

YIQGLOREAQOALNEHVRLIERGDQARFAKLNIALSLLRS
YTEGLGKEAQEALNEHVRLIHRGDQARFAKLNVVLSLLRS
YIEGLQWRTQQOILTEHIRMMOQREYQIRSAELNSALFLLRFE
YIQGLOWGTQQILSEHTRMTHQGPHDRFIELNSTLFLLRE

INANVIAELFFRPIIGTVNMDDMLLEMLCAKL
INANVIAELFFRPITIGSVNMDDMLLEMLCAKL
INSDVVTELFFRPIIGAVSMDDMMLEMLCAKI
INANVIAELFFRPIIGTVSMDDMMLEMLCTKI

Las secuencias de aminoacidos ocupadas para €l disefio de los oligonucledtidos

Dax1-1y Dax1-2 se encuentran subrayadas.
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AROMATASA P-450: ALINEACION SECUENCIA DE AMINOACIDOS.

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdén
Humano

Trucha
Tortuga
Pclle
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Pcllo
Vaca
Cerdc
Rata
Ratdén
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratén
Humano

MIPETLNPLNYFTSLVPDLMPVATVPIITILICFLELIWNH
MLLEVLNPRHYNVTSMVSEVVPIASIAILLLTGFLLLVWN
MELEMINPMEYNVTIMVPETVPVSAMPLLLIMGLLLLIRN
MFLEMLNPMOYNVTIMYPETVTVSAMPLLLIMGLLLLIWN
MVLEMLNPIHYNITSIVPEAMPAATMEVLLLTGLEFLLVWN

EETSS-IPGPGYCMGIGPLISHGRFLWMGVGNACNYYNKT
YEDTSSIPGPSYFLGIGPLISHCRFLWMGIGSACNYYNKM
CESSSSIPGPGYCLGIGPLISHGRFLWMGIGSACNYYNKM
CESSSSIPGPGYCLGIGPLISHGRFLWMGIGSACNYYNKM
YEGTSSIPGPGYCMGIGPLISHGRFLWMGIGSACNYYNRY

YGEFVRVWISGEETFIISKSSSVFHVMKHWNYVSREGSKL
YGEFMRVWVCGEETLIISKSSSMFHVMKHSHYISRFGSKL
YGEFMRVWISGEETLIISKSSSMVHVMKHSNYISREGSKR
YGEFMRVAWISGEETLIISKSSSMFHVMEKHSEHYISREGSKR
YGEFMRVWISGEETLIISKSSSMFHIMKHNHY SSREGSKL

GLOQCIGMYENGIIFNNNPAHWKEIRPFFTKALSGPGLVRM
GLQFIGMHEKGIIFNNNPALWKAVRPFFTKALSGPGLVRM
GLQCIGMHENGIIFNNNPSLWRTVRPFFMEALTGPGLIRM
GLOCIGMHENGIIFNNNPSLWRTIRFPFFMEKALTGPGLVRM
GLOCIGMHEKGIIFNNNPELWKTTRPFFMKALSGPGLVRM

TAICVESTIVHLDKLEEVTTEVGNVNVLNLMRRIMLDT SN
VITCADSITKHLDRLEEVCNDLGYVDVLTLMRRIMLDTSN
VEVCVESIKQHLDRLGDVTDNSGYVDVVTLMRHIMLDT SN
VEVCVESIKQHLDRLGEVTDTSGYVDVLTLMRHIMLDTSN
VIVCAESLKTHLDRLEEVTNESGYVDVLTLLRRVMLDTSN
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Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratén
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratén
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Polle
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdn
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratédn
Humano

KLFLGVPLDESAIVLKIQNYFDAWQALLLKPDIFFKISWL
MLFLGIPLDESAIVVKIQGYIFDAWQALLLKPDIFFKISWL
TLELGIPLDESSIVKKIQGYFNAWQALLIKPNIFFKISWL
MLFLGIPLDESAIVKKIQGYFNAWQALLIKPNIFFKISWL
TLFLRIPLDESAIVVKIQGYFDAWQALLIKPDIFEFKISWL

CKKYEEAAKDLKGAMEILIEQKRQKLSTVEKLDEHMDFAS
CRKYEXSVKDLKDAMEILIEEKRHRISTAEKLEDSIDFAT
YRKYERSVKDLKDEIETILVEKKRQKVSSAEKLEDCMDFAT
YRKYERSVKDLKDEIAVLVEKKRHKVSTAEKLEDCMDFAT
YKKYEKSVKDLKDAIEVLIAEKRRRISTEEKLEECMDFAT

QLIFAQNRGDLTAENVNQCVLEMMIAAPDTLSVTLEIMLI
ELIFAEKRGELTRENVNQCILEMLIAAPDTMSVSVEFMLE
DLIFAERRGDLTKENVNQCILEMLIAAPDTMSVILYVMLL
DLIFAERRGDLTKENVNQCILEMLIAAPDTMSVTLYFMLL
ELILAEKRGDLTRENVNQCILEMLIAAPDTMSVSLEFEMLE

LIADDPTVEEKMMREIETVMGDREVQSDDMPNLKIVENET
LIAKHPQVEEBAIIREIQTVVGERDIRIDDMQKLKVVENFI
————————————————————— ERDIRNDDMQKLEVVENFI
LIAEYPEVETAILKETIHTVVGDRDIRIGDVONLKVVENFT
LVAEYPEVEAATLKEIHTVVGDRDIKIEDIQNLKVVENFI
LIAKHPNVEEAIIKEIQTVIGERDIKIDDIQKLKVMENET

——————————————————— DDVISGYRVPKGTNIILNMGR
——————————————————— DDVIDGYPVKRGTNIILNIGR
YESMRYQPVVDLIMRKALQDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR
NESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNIILNLGR
YESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR
NESLRYQPVVDLVMRRALEDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR
NESMRYQPVVDLVMRRALEDDVIDGYPVKKGTNIILNIGR
YESMRYQPVVDLVMRKALEDDVIDGYPVKKGTNITLNIGR
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Trucha
Tertuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratén
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdén
Humano

Trucha
Tortuga
Pollo
Vaca
Cerdo
Rata
Ratdn
Humano

MHRSEFFLKPNEFSLDNFEXNIPNRFFOPFGSGPRSCVGK
MHKLEEFPKPNEFSLENFEKNVEPSRYFQPEFGEFGPRACVGK
MHKLEFFPKPNEFSLENFERKNVPSRYFQPFCEGPRGCVGK
MHRLEFFPKPNEFTLENFAKNVEPYRYFQPFGFGPRACAGK
MHRLEFFPKPNEFTLENFARN=~=—-=-——-—————————
MARLEYFPKPNEFTLENFEKNVEYRYFOQPFGIGPRSCAGK
MHRLEYFPKPNEFTLENFEKNVPYRYFQPEFGFGPRGCAGK
MHRLEFFPKPNEFTLENFAKNVPYRYFQPFGFGPRGCAGK

HIAMVMMKSILVTLLSRYSVCPHEGLTLDCLPQTNNLSQ-
FIAMVMMKAILVTLLRRYRVQTPKGRGLKNIQKSNDLSM-
FIAMVMMKAILVTLLRRCRVQTMKGRGLNNIQKNNDLSMH
YITMVMMKVVLVTLLRRFHVQTLOGRCVEKMOKKNDLSLE
YIAMVMMEVVLVTLLKRFHVKTLGKRCIENMPKNNDLSLH
YIAMVMMKVVLVTLLRRFOVKTLOKRCIENTPKKNDLSLH
YIAMVMMKAILVTLLRRFHVKTLQGQCVESIQKIHDLSLE

HPIERQPLLEMVETQEAQTRIRVTKVDQH
HPDETRDRLEMIFTPRNSDKCLER-———=
HLDEDSPIVEIIFRHIFNTPFLQCLYISL
HPNEDRHLVEIIFSPRNSDKYLQQO———=-
EPDETKNMLEMIFTPRNSDRCLEH-==~~~—

Las regién subrayadas son las que se ocuparon para el disefio del par de

oligunucleétidos degenerados Aro1 y Aro2.
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10.2. ANEXO 2

Tablas y promedios de las etapas de desarrollo embrionaric a TMy TF.

Tabla 4. Incubacidn a 26°C (TM) , etapas de desarrollo en los distintos dias
de incubacion en diferentes nidos muestreados.

Dias de Etapa de desarrollo embrionario en diferentes nidos Etapa
incubacion promedio
12 15 15 15 15
15 19 19 19
19 20 20-21 (20 20
22 21 20-21 21
25 22-23 122-23121-22 22
27 23 22 23 23 23 |23-24 (23 23 123 |23 123
28 23 23 23 23 22 123 23
31 24 23-24123-24 23-24
32 24 23-24123-24 23-24
33 24 24-25123-24124 24
34 24 24
35 24 24 24 24
36 24 24
37 24 24-25 24-25
38 24 24 24-25(24-25125 24-25
39 24-25 {25 24 24-25
41 25 25
43 25 24-25125 25
44 2425 [25 |25 25
45 25 25
46 25 25 25
48 25-26 25-26
49 26 26 26
51 26 26
52 26 26 26
53 26-27 26-27
55 27 27 27
57 27 27 27
60 27 27
62 27-28 127-28 27-28
continua...
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64 27-28 27-28
68 28 28 28

69 28-29 28-29
75 cria cria cria

Tabla 5. Incubacién a 33 °C (TF), etapas de desarrollo en los distintos dias de
incubacién en diferentes nidos muestreados.

Dias de Etapa de desarrollo embrionario en diferentes nidos Etapa
incubacion promedio
10 20 |20 20
11 21 21
13 21 121 21 21
14 21 |23 23 21-22 21-22
15 23 122 23 22
16 22 |22 21 22-23 [22-23 22-23
18 23 |23 23-24 123-24 123-24 | 23-24 | 23-24 | 23-24123-24 23-24
19 24 |24 24 23-24 124 24 24 24 24 24 124 |24
20 24 123-24 123-24124-25 24
21 24 12425 124-25124-25124 24 24 24-25
22 24 124-25 [24-25124 24 24-25
23 24 [24-25 124-25125 24-25
24 25 |24-25 |24-25|24 24-25
25 25 12425 |25 25 25 25 25 25
26 25 25
27 25 |25 25 25-26 25-26
30 26 {26 26 26 26
31 26 [26-27 26
32 27 126 26-27
35 27 127 27 27
36 27 127 27
41 28 127-28 28
43 29 {29 29
44 29 29
46 cria |cria Cria
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Timing of SOX9 Downregulation and Female Sex
Determination in Gonads of the Sea Turtle

Lepidochelys olivacea

LEDA TORRES-MALDONADO," NORMA MORENO-MENDOZA,!

ABRAHAM LANDA ? axp HORACIO MERCHANT-LARIOS™

"Departamento de Biologia Celular, Instituto de Investigaciones Biomedicas,
UUNAM, Mexico 04510

2Departamento de Microbiologia v Parasitologia, Facultad de Medicina,
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ABSTRACT The SRY-related gene SOX9 is involved in the differentiation of Sertoli cells in
male gonads of vertebrates with different kinds of sex determination. In the olive ridley Lepidoehelys
olivacen, a species with temperature sex determination (TSD), the SOX9 protein is expressed at
stages 21-24 in medullary cells in gonads of embryos incubated at botk male-(MPT) or female-
promoting temperatures (FPT). However, at FPT the expression of SOX9 protein decreases at
stage 25 and disappears at stage 26, suggesting this as the critical period for SOX9 regulation by
temperature. Here, we used reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) to detect
SOX9 transcripts in gonads of embryos switched from MPT to FPT at stage 23 and sampled at
days 6-14. Simultaneously, groups of embryos were switched back to MPT and gonadal sex was
established. SOXY transeripts were detected at days 6-12 of switching, when embryos reached
stage 25 and were no longer detected at day 14, when the embryos were at stage 26, Embryos
switched back to MPT at days 6 or 8 formed testes, whereas embryos switched at days 10 or 14
developed ovaries. Results suggest that at MPT the male sex-determining pathway that main-
tains SOX9 expression in male gonads is established at stage 24. In contrast, at FPT, the female
sex-determining pathway invelved in downregulation of SOX9 in female gonads oceurs within two

days at stage 25. J. Exp. Zool. 250:498-503, 2001.

Alfred Jost (47) demonstrated that sex factors
produced by fetal testes induce differentiation of
male reproductive organs, whereas the female
phenotype differentiates from castrated mamma-
lian embryos. Thus, the problem of sex differen-
tiation was essentially reduced to understanding
testis differentiation. In mammals, sex determi-
nation depends on the inheritance of the Y-linked
gene SRY (Koopman et al., 91). However, SRY
has evolved as a male determinant coincident with
the evalution of euthertan mammals and there is
no evidence that it plays a role in the sex deter-
mination of other vertebrates (Graves, "85; Collig-
non et al., '96).

The SRY -related gene Sox9 is highly conserved
in vertebrate evolution (Foster et al., '94; Wagner
et al., ’94; Kent et al., *96; Morais da Silva et al,,
'96). At the onset of gonadal sex differentiation,
Sax9 is upregulated in testes but downregulated
in ovaries. Sex§ is an autosomal gene involved in
the differentiation of Sertoli cells in mouse and
-hicken, two species with different genetic mecha-

12001 WILEY-LISS, INC,

© 2001 Wiley-Liss, Inc.

nisms of sex determination (Kent et al., ’96;
Morais da Silva et al., ’96). Studies in some spe-
cies of reptiles that lack sex chromosormes have
shown that temperature acts as an epigenetic fac-
tor for sex determination (see Pieau, '96 and
Lance, 97, for recent reviews). It was found that
S0X9 expression is upregulated in male gonads
in species with temperature sex defermination
{(TSD), including the fresh-water turtle Trachemys
seripta (Spotila et al., 98), the American alligator
Alligator mississippiensis (Western et al., '99), and
the sea turtle Lepidochelys olivacea (Moreno-
Mendoza et al., 99). In A. mississippiensis, Sox9
is expressed only in gonads of embryos incubated
at MPT (33°C), whereas at FPT (30°C or 34.5°C)
(FPT) SOX9 is expressed at basal levels at all
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TIMING OF SOX9 AND TEMPERATURE SEX DETERMINATION

stages (Western et al., ’99). Since upregulation of
Sox9 occurs after sex determination and coincides
with the histological differentiation of testis, West-
ern et al. "99) concluded that this gene does not
operate during temperature sex determination. In
contrast, in L. olivecea, immunchistochemical de-
tection of the SOX9 protein is positive in undif-
ferentiated gonads of embryos at both MPT {26°C)
and FPT (33°C) at stages 21-25. At the onset of
gonadal differentiation, SOX9 was negative in fe-
male gonads and remained positive in male go-
nads (Moreno-Mendoza et al., ’99). Unlike the
American alligator, the olive ridley SOX9 features
regulation during the temperature-sensitive pe-
riod (TSP). Because of the different range of tem-
peratures for sex determination, it is reasonable
to assume that the Sox9 gene may be regulated
by different mechanisms in each species,

In the present study, we undertook a timne course
study of the expression of the Sox9 gene in go-
nads of the olive ridley L. olivacea incubated at
MPT or FPT using RT-PCR. To investigate the
time period for Sox? downregulation and its cor-
relation with sex determination, embryos were
switched from MPT to FPT at stage 23 and
their gonads were sampled for Sox9 expression
at days 6-14.

MATERIALS AND METHODS
Embryos

Eggs of Lepidochelys olivacea were obtained
from La Escobilla beach on the Pacific Coast of
Oaxaca, Mexico (96°2716"W, 15°40°36”"N) and
transported to Mexico City. The eggs were divided
into two batches and incubated at 26 + 0.2°C or
33 £ 0.1°C, the MPT or FPT, respectively. The ex-
periments were performed using eggs from six
Jutches. The developmental stages were deter-
nined following some of Miller's criteria (85)
1s total length, head length and width, straight
:arapace length and width, bridge length and
Nastron length, gradual pigmentation, and defi-
rition of the scales. Embryos were sampled at
tages 21-26.

BNA isolation and RT-PCR

Gonads were microdissected from embryos in-
ubated at MPT or FPT, immediately frozen in
ry ice, and stored at ~70°C. We examined one
onad per embryo. The number of gonads per
roup at different stages (St} is indicated in brack-
ts. Group MPT (26°C) : St 21/22 (4), St 23/24 (9),
£ 24 {11), St 24/25 (5), 8t 25 (17). 5t 26 (12), St
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27 (11); group FPT (33°C): St 21/22 (2), St 23/24
(8), St 24 (20),St 24/25 (10), St 25 (18), St 26 (9),
St 27 (11). Total RNA was isolated from tissue
samples using Trizol reagent (Gibco-BRL) accord-
ing to Chomczynski and Sacchi ('87). A few modi-
fications were introduced to improve the RNA
isolation from L. olivecea. The times of reaction
and the guantities of reagents were increased to
twice the values recommended by the manufacturer.
At all stages the tissue samples were processed in-
dividually. Eeverse transcriptase polymerase chain
reaction (RTLPCR) amplifications were performed
using primers designed on the basis of known se-
quences for the SOX¢ gene in other vertebrates.
The sequences used were those for trout {Taka-
matsu et al., '97), chicken (Uwanogho et al., ’96),
human (Foster et al., ’94), mouse (Wright et al.,
'95), red-eared slider turtle (Spotila et al., "98),
and alligator (Western et al., ’99). The primers
designed and used for SOX9 amplification were
the SOT (SOX9 of sea Turtle) pair: SOT1: AGC
AGA CCCACATCT CC/TC C and SOT2: GGG A/
C/T/GGG CAG GTA C/TTG GTC. For expression
control, amplification of B-actin mENA was per-
formed using the following primers: Actinl: TGG
ATG ATG ATATTG CTG C and Actin2: ATC TTC
TCC ATA TCA TCC CA (Kost et al., '83). The am-
plification reactions were carried out by means of
the One Step RT-PCR kit (Gibco-BRL), using 1
ug of total RNA per sample, 1x buffer reaction
mix containing 0.2 mM of each dNTP, 1.2 mM
MgS0, and 250 ng of actin, or 300 ng of SOT9
primers in separate tubes; the enzyme used was
a mix of Superscript II RT and Tag DNA poly-
merase {Gibco-BRL). The amplification program
was 50°C for 30 min (once); 94°C/5 min (once),
94°C/30 sec, 50°C/60 see, 72°C/60 sec (36 times),
72°C/10 min (once). A total of 20 separate experi-
ments were performed. Two controls were used
for each RT-PCR experiment, a water control (no
RNA added) and a free RT control (only Tag DNA
polymerase added), in order to confirm that the
amplified products were not genomic DNA in ori-
gin. The RT-PCR reactions were run in a PTC-
100 MJ Research thermal cycler and in a 9700
geneamp PCR system (Perkin Elmer). Products
from parallel reactions were mixed and analyzed
by electrophoresis on a 2.5% agarose gel, with 0.1
pg/mi ethidium bromide (Sambrook et al., '89).
Gels were visualized by ulfraviolet transillumi-
nation and photographed with a DS-34 polaroid
camera. The weight of the amplified products was
310 bp for SOX? and 291 bp for B-actin. The iden-
tity of the PCR fragments for L. olivacea was con-
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Fig. 1. Partial nucleotide sequence of the PCR fragment
htained for olive ridley (Lepidochelys olivacea). The corre-
ponding amine acid sequence is shown in bold capital letters.

rmed by automatic sequencing using an Applied
iosystem sequencer, based on fluorescent PCR
equencing (Perkin Elmer).

Switching experiments

A total of 100 embryos were switched at stage
3 from MPT to FPT. They were distributed in
ive groups of 20 embryos. From each group, the
onads of 10 embryos were analyzed for Sox9 ex-
ression at days 6, 8, 10, 12, and 14 after being
witched from MPT to FPT (single switch). The
ther 10 embryos of each group were switched
iack to MPT (double switch) at days 6, 8, 10, 12,
nd 14, and sex was determined at stages 20-30.

RESULTS

The SOX9 fragment amplified with the pair of
ligonucleotides designed for the present study
vas identified by sequencing as shown in Figs. 1
ind 2 {gene bank accession No. AF335422). The
egion of oligonucleotide design was a PQS do-
nain, placed between the HMG box and the car-
yoxyl terminal, exclusive of SOX9. We did not
elect the HMG box region in order to avoid
ross-reaction with other members of the SOX
amily. We compared the protein sequence ob-
ained from this fragment with sequences re-
rorted in other vertebrates.

Time course expression of SOX9 at
MPT or FPT

Fig. 3 summarizes the detection of SOX9 tran-
scripts in gonads of embryos incubated at MPT

Trout
Chicken
Mouse
Human

Red slider
Alligator

{26°C) or at FPT (33°C). Between stages 23 and
25, S0X9 expression was found in all samples
from embryos incubated at both temperatures.
However, while at stage 26 and onwards SOX9
transcripts remained present in gonads of embryos
incubated at MPT, they disappeared in gonads of
embryos incubated at FPT. The time period to pass
from one stage to the next (the developing rate)
was shorter at FPT than at MPT. Embryos at FPT
took around 4 to 5 days; at MPT, they required 9
or 10 days.

Correlation of SOX9 downregulation and
female sex determination

Knowing that almost all embryos incubated at
MPT become feminized when switched to FPT at
day 27 (stage 23) (Merchant-Larios et al. 97 ), in
the current work we chose to analyze SOX9 ex-
pression at different days with RT-PCR using this
model. Fig. 4 shows an example of the time course
study in pairs of gonads processed at days 6 tol4
after switching the embryos at stage 23 from MPT
to FPT. Although SOX9 transcripts were detected
at days 6 to 12, they disappeared at day 14. How-
ever, the percentage of individual embryos with
gonads expressing SOX9 decreased at days 10 and
12. Fig. 5 summarizes the results obtained in all
the sampled gonads in the time course experi-
ment; we analyzed seven individuals for each day
of sample. While at days 6 and 8 SOX9 franscripts
were detected in all sampled gonads, at days 10,
12, and 14 they were found in 80%, 45%, and 0%,
respectively. To correlate the time course expres-
sion of SOX9 with sex determination, groups of
10 eggs of the same clutch were switched back to
MPT at days 6, 8, 10, 12, and 14 and their go-
nads were histologically sexed at stages 29-30.
Results are shown in Fig. 5. In contrast to the
gradually decreasing percentage of embryos ex-
pressing SOX9 at days 10 and 12, there was an
all-or-none response in the double switched em-
bryos. All embryos switched back to MPT at days
6 and 8 developed as males, whereas at days 10
to 14 all developed as females. It is worthwhile to
emphasize that the embryos were at stages 24,

VHSPSEHSGQSOGPPTP PTTPKTDLA-VGKADLKREGRPLOEGTGRQLN -
VHSPGEHSGQSQGPPTE PTTPQTDAQOPGKQODLXREG-PLAEG~GRQEPH
VHSPGEHSGQSQGEPTFPTTPKTDV(-AGKVDLKREGRPLAEG-GRQPP—-
VHSPGEHSGQSQGPPTPPTTPKTDYVQ- PGRADLXREGRPLPEG~GRQEP-
VHSPGEHSGQSQGPPTEPTTPKT DVQ - PGKODLKREGRPLOEG-GRQPPH
VHS POERSGQSQGPPT E PTTPKTDVQ - PGKODLEREGRPLOEG-GRQPPH

Clive ridley VHSPGEHSGQSQGPPLLITTPKTDIQ—PGKQDQKQEGHPFRKR—“RQPPH

Fig 2. Amino acid sequence ahgnment of SOX9 partial
sequence from trout, chicken, mouse, human, red shder, alli-

gator, and olive ridley. Identical aminoacids i all sequences
are i bold.




Thermosensitive
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Stages —» 22 23.24

25 26 27

--SOX8
&%; -3 ACTIN
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Fig. 3. The thermosensitive peried (TSP} in the olive rid-
v (Lepidochelys olivacea) is overlaid on the SOX9 RT-PCR
ttern of expression. The TSP covers stages 22 fo 25. At
PT (26°C) the SOX9 expression is present at all stages (310-
> fragment). At FPT (33°C) the SOX9 expression is observed
 stages 23, 24, and 25 (310-bp fragment), and it is absent
 stages 26 and 27. In both MPT and FPT, in all stages -
tin fragment {291-bp fragment) is present and provides a
wsitive control for the RT-PCR.

4+, 25, 25+, and 26 when switched at days 6, 8,
0, 12, and 14, respectively.

DISCUSSION

The similarity at amino acid level between L.
livacea and other vertebrates is as follows: trout
7.4%, chicken 77.5%, mouse 73.5%, human
5.5%, red-eared slider 79.6%, and alligator 79.6%.
‘he similarity at nucleotide level between L.
livacea and other vertebrates is as follows: trout
1.2%, chicken 71.4%, mouse 70.7%, human
2.8%, red-eared shider 85.0%, and alligator 78.0%.
esides, the similarity between species, the pres-
nce of f-actin as an ubiquitous control of expres-
ion, and the lack of SOX9 mRNA or B-actin
mplification in controls with no reverse tran-
criptase added strongly supports our RT-PCR re-

10 12a 2b 14

s0te - B

400 by — .

200 17 wn —— - SOX9
0o — ““ﬁACTIN

Fig. 4. Time course study of expression of SOX9 after
witching. The SOX9 expression is present (310-bp fragment)
t 6, 8, and 10 days after switch, present in some gonads at
ay 12 {12a), and absent in days 12 (12b) and 14. In all days
1e [i-actin fragment (291-bp fragment) is present and pro-
ides a positive control for Lthe RT-PCR.

% male/femals
% Sox9 expression

days at FPT {33°C)

Emale Mfemale = Sox9 expression

Fig. 5. Comparison of the percentage of embryes ex-
pressing Sox9 at days 6, 8, 10, 12, and 14 after switching
from MPT to FPT (single switch) with the gonadal sex of
embryos switched back to MPT (doubie switch) at days 6,
8, 10, 12, and 14. Histological sex was determined at stages
29-30.

sults. It is known that different techniques for
mRNA detection can lead to’ different interpreta-
tions. Thus, in chicken embryos, one group using
in situ hybridization (Morais da Silva et al., '96)
reported SOX9 expression in undifferentiated go-
nads of genetic females, whereas other groups
found no expression of this gene at any stage
{Kent et al., 96; Oreal et al., '98).

The molecular mechanism for temperature sex
determination remains unknown. In the red-eared
slider turtle, Trachemys scripta (Spotila et al., *98),
and in the American alligator, Alligator mississi-
piensis (Western et al., ’99), S0X9 is upregulated
in gonads of embryos incubated at MPT. Using
Northern blot, Spotila et al. ("98) reported that
S0OX9 expression is higher in gonads at MPT than
at FPT in 7. scripta, whereas Western et al. (99)
used RT-PCR and in situ hybridization and found
that SOX9 is expressed only in gonads of embryos
incubated at MPT. In contrast to the American
alligator study, we find that SOX9 transcripts
are detected in gonads of the olive ridley at both
temperatures up to stage 25. Thereafter, from
stage 26 onwards, SOX9 transcripts are unde-
tected in female gonads but remain clearly de-
tectable in testis.

At first sight, current results indicate that there
is no clear correlation between SOX9 down-
regulation and female sex determination. Al-
though at days 6 and 8 all embryos switched back
to MPT developed as males in correlation with
the percentage of embryos expressing SOX9 at
the time of switching, in contrast, all embryos de-
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sloped as females at days 10 and 12 when still
high percentage showed SOX9 transcripts in
1eir gonads. An explanation for this apparent
ick of correlation is the capacity of the RT-PCR
chnique to amplify low amounts of SOX9 tran-
ripts present in gonads at days 10 and 12. Im-
lunohistochemical detection of SOX9 protein
rowed that at FPT the gonads have a lower num-
er of positive cells at stage 25 than at stage 24
Ioreno-Mendoza et al., ’39). Thus, although the

OX9 transcripts present in these cells were am-
lified by RT-PCR in several gonads at days 10
nd 12, when the embryos were at stage 25, im-
1unochistochemical results showed that SOX9
as downregulated in most cells at this time (re-
ults not shown).

In L. olivacea, single temperature switch experi-
1ents showed that the stage for sex commitment
epends on the initial temperature. At MPT, the
1ale sex-determining pathway is established at
tage 2425, whereas at FPT, the female sex-de-
srmining pathway is set at stages 25-26 (Mer-
hant-Larios et al., ’97). In the current work, the
lowly developing embryos incubated at MPT ac-
elerated their developing rate when switched to
PT. First, they passed from stage 23 to stage
4, 6 days after switching. Thereafter, they
eached stage 25 around day 10, and, and at day
4, they were near stage 26.

Using SOX9 expression as reference for sex de-
ermination in L. olivacea, the present results sug-
est that at MPT the male sex-determining pathway
hat maintains SOX9 expression in the gonads oc-
urs at stage 24+. On the other hand, in gonads of
mbryos exposed to FPT at stage 25, downregu-
ation of SOX9 occurs within two days and the fe-
nale sex-determining pathway is established.
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