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Resumen

El foxI3 esta involucrado en la regulacién del proceso de diferenciacion sexual de los pecesy su
delecién y/o represién por el tratamiento con andrdgenos resulta en una masculinizacién
fenotipica. En el esturién Siberiano el mecanismo de masculinizacién es desconocido. La
hipotesis del presente trabajo propone que la represiéon del fox/3 por andrégenos 11-
oxigenados (los principales de los peces) podria ser un camino de induccidon de la via
masculina. La diferenciacion molecular del sexo en el que precede la diferenciacion
morfoldgica del sexo ocurre entre los 3 y 6 meses de edad. Para verificar nuestra hipétesis se
estudid la expresidn de fox/3 (caracterizada a nivel filogenético) y del cyp1ic (involucrados en
la produccion de los andrégenos 11-oxigenados) durante el periodo de indiferenciacion sexual
usando 30 peces de 3, 4, 5 y 6 meses de edad. Ademas, se aplicaron inyecciones de 11-
ketotestosterona (11KT) en peces indiferenciados sexualmente de 4 meses de edad con el fin
de estudiar su efecto sobre la expresién gonadal de fox/3.

El analisis de la expresion del fox/3 y del cypllc durante el periodo indiferenciado
permitid obtener para cada edad, dos grupos de peces (coeficiente de correlacién co-fenética
=1). Sélo se observaron diferencias significativas entre grupos a los 3 y 5 meses de edad con
una activacion significativa del fox/3 en uno de los grupos sugiriendo un potencial camino
femenino. Respecto del cyplic, el mismo fue activado en uno de los dos grupos alos 3,5y 6
meses, y se mantuvo reprimido en el otro grupo. A los 3 y a los 5 meses, el fox/3 mostrd un
patron opuesto de expresion al cypllc sugiriendo que una alta produccién de andrégenos
puede reprimir al fox/3, y que los animales con fox/3 altos podrian corresponder a futuras
hembras, mientras que aquellos con niveles altos de cyplic podrian corresponder a futuros
machos. Sin embargo, los andrégenos no regularon el fox/3 después de los tratamientos in vivo
en las condiciones experimentales utilizadas. Dado que las hibridaciones in situ fueron muy
preliminares, no se pudo confirmar la localizacién celular del fox/3 esperada en las células

germinales, ni la del cyp11c esperada en las células somaticas esteroidogénicas.



Es interesante destacar que los animales en gametogénesis, que inicialmente fueron
utilizados como referencia de expresidon de fox/3 y cypllc, sirvieron para identificar un
potencial rol femenino del fox/3 en etapas tempranas de las gametogénesis, ya que hubo un
dimorfismo sexual con mayor expresion (p<0,05) en los ovarios inmaduros respecto de los
testiculos inmaduros.

La identificacidon de un marcador del sexo, es decir de un gen que sea diferente en los
genomas masculino y femenino ayudaria a resolver si los animales con elevados niveles de
foxI3 corresponden a hembras, y si aquellos con niveles reprimidos de fox/3 y niveles activados
de cyplic corresponden a futuros machos. A su vez nuevas concentraciones, tiempos y formas
de aplicacion de los andrégenos podrian revelar el efecto represivo de los mismos sobre el

foxI3, como se ha visto en peces ciertos peces teledsteos.

Palabras clave: esturién Siberiano, Acipenser baerii, diferenciaciéon del sexo, génada, fox/3,
cyplicl

[.- Introduccion

En peces existen dos pardlogos de la familia de genes fox involucrados en el desarrollo
gonadal: el forkhead box L2 (foxI2) y el forkhead box L3 (foxI/3) (Crespo et al., 2013). En un
trabajo realizado comparando los peces teledsteos actuales con peces antiguos se demostré
gue la aparicién de los dos pardlogos (fox/2 y foxI3) ocurrié antes de la duplicacion completa
del genoma que ocurrid en la base de los teledsteos llamada 3R (Geraldo et al., 2013). Siendo
el esturiéon Siberiano un Actinopterigio no-teléosteo muy antiguo que aparecio previamente a
los teledsteos y a la 3R el Laboratorio se propuso identificar si habia dos paralogos presentes
en las génadas como se habia descrito en peces antiguos (Geraldo et al., 2013). Para ello se
realizd un estudio filogenético de las secuencias proteicas de fox/2 y foxI3 de tetrapodos y

peces en cooperacién con colegas de Francia, para poder iniciar esta tesis con la certeza de



utilizar la secuencia génica correcta. Respecto del cyplic, en el contexto de esta tesis se validé
su identidad realizando una filogenia en la que se incluyen tanto peces teleésteos como peces

antiguos.

[.1.- Determinacion y diferenciacion del sexo en peces

Los peces presentan una gran variedad de estrategias reproductivas, incluido los mecanismos
subyacentes a la determinacion y expresion de su sexualidad (Devlin et al., 2002; Kobayashi et
al., 2013; Heule et al., 2014). Dentro de esta diversidad se han descripto y demostrado los
mecanismos de determinacién del sexo para varias especies de teledsteos, encontrandose
sistemas de determinacion ambiental (Conover et al., 1986; Romer et al., 1996; Hobbs et al.,
2004), diferentes modalidades de determinacién genética del sexo (Matsuda et al., 2002;
Kamiya et al., 2012; Liew et al., 2012; Cui et al., 2017) y combinaciéon de ambos (Jean-Frangois
Baroiller et al., 2009; Navarro-Martin et al., 2011; Y. Yamamoto et al., 2014, Dai et al., 2015).
En cuanto al proceso de diferenciacién de la génada, una vez determinado el sexo una cascada
de eventos moleculares masculiniza o feminiza la génada (Brennan et al., 2004). Los estudios
realizados muestran que muchos genes que subyacen a dicho proceso se encuentran
conservados en vertebrados en general (Piferrer et al., 2008; Herpin et al., 2011b, 2011a,
2011c; Cutting et al.,, 2013) y que los estrogenos juegan un papel fundamental en la
diferenciacién del ovario (J-F Baroiller et al., 1999; Piferrer et al., 2008; Guiguen et al., 2010).
Los andrdgenos sin embargo, no se consideran los reguladores universales de la diferenciacién
masculina de peces ya que si bien son los principales masculinizantes en tratamientos de
reversion del sexo de hembras genéticas (T. O. Yamamoto et al., 1968; Nagy et al., 1981; Baker
et al., 1988; Piferrer et al., 1989; Feist et al., 1995; Pandian et al., 1995; J-F Baroiller et al.,
1999) su produccion natural previo a la diferenciacidon sexual no ocurre en todos los peces
estudiados (Nakamura et al., 1998a; Liu et al., 2000; Vizziano et al., 2007a; ljiri et al., 2008b;

Blasco et al., 2013). Un aspecto clave del proceso de diferenciacién que no esta bien dilucidado



en vertebrados en general, es de qué manera la linea germinal que compone la génada adopta
un destino sexual. En todos los vertebrados las células germinales primordiales migran a través
de los tejidos del embridn y colonizan las crestas genitales (Nieuwkoop et al., 1979). Una vez
gue ingresan a la génada, las células germinales se multiplican (Godin et al., 1990; Nakamura
et al., 1998b; Ohmura et al., 2004). Si bien hay evidencia clara de que el destino sexual de
dichas células esta determinado por las células somaticas gonadales del entorno (Hacker et al.,
1995; Adams et al., 2002; Shinomiya et al., 2003; Okutsu et al., 2006; Yoshizaki et al., 2010;
Wong et al., 2011; Goto et al., 2012), se desconocen cuales son las sefiales determinantes que
llevan a la célula germinal a adoptar un destino sexual (Tanaka, 2016). En mamiferos la entrada
rapida en meiosis se reconoce como una sefal de determinacidn femenina de la célula
germinal (Adams et al., 2002) y factores como el acido retinoico y nanos2 que promueven o
reprimen la entrada en meiosis respectivamente estarian involucrados en el destino sexual
adoptado (Bowles et al., 2007; Barrios et al., 2010; Jorgensen et al., 2014; Kato et al., 2016). En
peces el dimorfismo sexual en la proliferacién de las células germinales ha sido descripto en
varias especies, encontrandose al igual que en mamiferos la entrada rdpida en meiosis como
caracteristica de la via femenina de la célula germinal (Nakamura et al., 1998b; Tanaka, 2016).
En el pez medaka, donde la entrada rapida en meiosis caracteriza la via femenina (Saito et al.,
2007) se ha demostrado al fox/3 como factor intrinseco de la célula germinal capaz de
determinar su destino fenotipico dado que la delecion del fox/3 induce el desarrollo de la
espermatogénesis (Nishimura et al., 2015a). Recientemente se comienza a desentrafiar la via
corriente bajo de fox/3 (Kikuchi et al., 2019), que lleva a la diferenciacion de la célula germinal
en ovogonia en un contexto somatico femenino, es decir cuando fox/3 no es inhibido pero se
desconocen las sefiales corriente arriba (provenientes de las células somaticas) que inhiben su
expresion desencadenando la diferenciacién en espermatogonia (Nishimura et al., 2015a;

Nishimura et al., 2016).



Los estudios de transdiferenciacién inducida por andrégenos en trucha arcoiris
muestran que para que una futura génada femenina se transforme fenotipicamente en
masculina se precisa reprimir genes femeninos por parte de los andrégenos, entre los cuales se
encuentra foxI3 (Vizziano et al., 2008). A esto se suma que el patrén de expresidn natural del
foxI3 descrito en truchas y medaka muestra una represién durante el desarrollo temprano de
los futuros machos y una estimulacién marcada en las futuras hembras (Vizziano et al. 2007;
Nishimura et al., 2015), coincidiendo dicha represion con el aumento de la enzima 11pB-

hidroxilasa que convierte la androstenediona y la testosterona en andrégenos 11-oxigenados.

[.2.- Determinacion y diferenciacion del sexo en esturiones

El estudio de la determinacién y diferenciacién del sexo en los acipenseriformes, orden que
involucra la familia Acipenseridae (esturiones) y Polyodontidae (peces espatula) surge
principalmente de la necesidad del sector productivo de controlar el sexo de las cohortes de
esturiones buscando mayor rédito econdmico en la produccion de caviar (Wuertz et al., 2018).
En la actualidad, las 25 especies de esturiones existentes (Familia Acipenseridae), estan
incluidas en la Lista Roja de especies en peligro de extincién y el comercio internacional de
caviar estd controlado por CITES (CITES Conf. 12.7 Rev. CoP13).

Los esturiones (Familia Acipenseridae), son especies gonocéricas (Rzepkowska,
Ostaszewska, et al., 2014), sin dimorfismo sexual fiable (Hurvitz et al., 2007). Su sistema de
determinacién sexual no se conoce a ciencia cierta, pero se ha propuesto que presentan un
sistema del tipo ZZ/ZW, donde cromosomas sexuales heterogaméticos determinan la hembra
(Fopp-Bayat, 2010). Esto ha sido sugerido a partir de ginogénesis en donde se obtiene como
resultado un cierto porcentaje de hembras (81%) y de machos (19%) (Fopp-Bayat, 2010) lo que
permite descartar un sistema de determinacion sexual del tipo XX/XY en donde la ginogénesis

da como resultado un 100% de hembras.
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Independientemente que, la proporcién de sexos obtenidos en la ginogénesis de
especies con sistema de determinacion ZZ/ZW es variable debido a que depende de la tasa de
recombinacién entre el elemento que determina el sexo y el centrémero durante la profase
meidtica (Nace et al., 1970), de todas las experiencias de ginogénesis en esturidon surgen
machos, lo cual es consistente con un sistema de determinacion ZZ/ZW (Van Eenennaam et al.,
1999; Omoto et al., 2005; Flynn et al., 2006) aunque no elimina la posibilidad de que otros
factores autosémicos o factores ambientales sean parte del sistema de determinacién del sexo
del esturidon. Solamente un estudio formal puede aclarar este problema. Esto implicaria
invertir el sexo y hacer cruzamientos para identificar el tipo de determinacién.

Hasta el presente no se ha identificado el gen determinante del sexo en esturiones,
pero se ha comenzado a estudiar los potenciales genes involucrados en la diferenciacién
sexual, es decir una vez que el gen determinante del sexo comenzd a actuar. Tampoco se han
podido identificar marcadores sexo especifico para ninguna especie de esturién (Wuertz et al.,
2006; McCormick et al., 2008; Keyvanshokooh et al., 2010; Simide et al., 2018). Todo esto
limita mucho el estudio de la diferenciacion molecular del sexo, que ocurre en el periodo
indiferenciado cuando adn no se pueden reconocer rasgos masculinos o femeninos en las
gonadas a nivel morfoldgico. Lo que se ha estudiado bien y en distintas especies de esturiones
es la diferenciaciéon morfolégica de la génada (Chen et al., 2006; Flynn et al., 2007; Grandi et
al., 2007; Rzepkowska & Ostaszewska, 2014), que es un elemento clave en el estudio de la
diferenciacién sexual, ya que permite marcar el inicio de la misma. Previo a la diferenciacion
morfoldgica, ocurre la diferenciacion molecular del sexo caracterizado por la expresién
temprana de genes de expresidén dismorfica involucrados en la via masculina y femenina de
determinacién (Vizziano et al., 2007a). Ampliamente documentado en peces teledsteos es la
activacion de los niveles de aromatasa y fox/2 en las futuras gonadas femeninas durante la
diferenciacién molecular del sexo (revisiones de Baroiller et al., 1999; Piferrer et al 2008;

Guiguen et al., 2010).
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El estudio de los factores que regulan la diferenciacién sexual es uno de los grandes
objetivos del Laboratorio FREP ya que el tema estd poco comprendido en estas especies
antiguas y de importancia comercial como el esturién. El Acipenser baerii (Brandt, 1869) es la
especie de esturidn en que mas se ha avanzado en estudios de diferenciacion del sexo. En un
primer momento se considerd que genes clasicos masculinos (sox9, amh) y femeninos (fox/2,
cypl9ala) caracterizaban las vias de diferenciacién molecular del sexo, ubicando el inicio de
este proceso a los 3 meses de edad (Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Sin embargo, los
estudios de transcriptdmica no validaron al sox9 y a la amh como buenos marcadores
masculinos tempranos (Vizziano-Cantonnet et al.,, 2018a). A su vez, el estudio de
transcriptémica agrega hsd17b1 a los genes implicados en la via femenina de diferenciacion,
gue junto a cypl9ala, foxI2 evidencian que la expresidon de genes relacionados con la sintesis
de estréogenos aparece como fundamental en la via femenina de los esturiones Siberianos
(Vizziano-Cantonnet et al., 2018 a, b). El papel fundamental de los estrogenos y de los factores
que los producen y regulan (aromatasa, foxI2) estan mas que consolidado en los peces
teledsteos (T.-O. Yamamoto, 1969; Guiguen et al., 1999; Guiguen et al., 2010). Sin embargo,
su papel regulador en peces antiguos como los esturiones comienza a ser desentrafiado en los
ultimos tiempos (Vizziano-Cantonnet et al., 2016, 2018a).

Dada la expresion en gdnadas indiferenciadas de los genes que codifican las enzimas
implicadas en la produccion de andrégenos 11-oxigenados (cyplla, cypl7al, cypl7a2, hsd3b,
cypllicl, hsd17b3, hsd11b, srd5a2) (Vizziano-Cantonnet et al., 2018a) asi como antecedentes
en Acipenser transmontanus donde un aumento en los niveles de testosterona y 17B-estradiol
luego de la eclosion (analisis cuerpo completo) sugieren una capacidad precoz de produccion
de esteroides sexuales durante las primeras etapas de desarrollo (Simontacchi et al., 2009) y
en Acipenser ruthenus donde se han detectado células esteroidogénicas en la goénada
indiferenciada (Fedorov et al., 1990), los andrdogenos-11-oxigenados podrian ser producidos

previo a la diferenciacion sexual de los esturiones. Entre todos los genes involucrados en la
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produccion de andrégenos 1l-oxigenados, elegimos estudiar los cambios en el gen que
codifica para la 11B-hidroxilasa (cyp1icl), debido a que es el primer paso en la sintesis de
andrégenos 1l-oxigenados a partir de andrégenos aromatizables. De hecho, la
androstenediona se transforma en 11B-androstenediona y la testosterona en 11B-testosterona
bajo la accién de la 11B-hidroxilasa, para luego transformarse en 11-ketotestosterona

(Esquema 1).

11BOH androstenediona
cypt1ic ——— estrona
/THSD-tipoS l Aromatasa

11B-Hidroxiandrostenediona l 17HSD-lipo-1

testosterona _
TBHSD estradiol-17
l 11BOH l Aromatasa B
adrenosterona cypiic
l 7HSD 11B-Hidroxitestosterona
11-Ketotestosterona —

11BHSD

Esquema 1.- Ruta de sintesis de andrégenos 11-oxigenados a partir de andrégenos aromatizables
(transformables en estrégenos por la enzima aromatasa). La enzima 11B-hidroxilasa que transforma
androstenediona y testosterona en androgenos 11-oxigenados estd sefialada en azul como 11BOH vy el
gen que la codifica como cyplic.

Los datos obtenidos del transcriptoma gonadal muestran que en el esturiéon Siberiano, el fox/3
se expresa muy tempranamente en génadas indiferenciadas de esturiones de 2,5 y 3 meses
coincidiendo con el inicio del periodo de diferenciacidon del sexo y en momentos donde la
cypllc también es expresada (Vizziano-Cantonnet et al., 2018a). Esto alentd el estudio del
foxI3y su potencial relacidn con el cyplic.

La falta de un marcador del sexo, impide que podamos saber cudles individuos
indiferenciados de 3, 4, 5 y 6 meses considerados para realizar trabajo tomaran un camino de
diferenciacién femenino y cuales tomardn un camino masculino. De alli que se decidié buscar
si existia en primer lugar diferentes grupos de expresidén en esas clases de edad, para luego
verificar si el foxI3 presentaba un patrén del tipo sexo dimérfico, es decir activado en algunos

peces y reprimidos en otros; y luego analizar lo mismo para el cyplic. Se partié de la base de
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que el foxI3 podria ser un buen marcador femenino en los esturiones, y de que la 11 beta
hidroxilasa (cypl1c) podria ser una buena marcadora masculina como ocurre en teledsteos
(Vizziano et al., 2007). Por ultimo, se buscd un patron de diferenciacion opuesto, es decir
animales con alto fox/3 (potenciales futuras hembras) y cyp11c reprimido, y otros con cyplic
activado (potenciales futuros machos) y fox/3 reprimido, con el fin de interpretar los resultados
relativos a la diferenciacidn sexual y a la hipétesis propuesta. También se realizaron estudios
de regulacion por parte del andrégeno 11KT y se comenzaron los estudios de localizacidn

celular del foxI3y de la cyplic.

Hipotesis de trabajo:

En base a los antecedentes y a los resultados previos desarrollados en el laboratorio se
hipotetizd que el fox/3 podia estar involucrado en el proceso de diferenciacion sexual del
Acipenser baerii posiblemente determinando el destino de las células germinales masculinas
cuando es reprimido. Esta represidn proviene de los andrégenos 11-oxigenados producidos en

futuros machos.

Objetivo general de la propuesta:

Caracterizar la expresion de foxI3 y cypllcl durante la diferenciacion sexual de A. baerii y

evaluar si la expresién de foxI3 es regulada por los andrégenos-11-oxigenados.

Objetivos especificos de la propuesta:

1) Estudiar los cambios de expresion de fox/3 y cyp1icl durante el periodo de diferenciacion
molecular del sexo y ver si existen patrones inversos en sus niveles de expresién que den
lugar a diferentes grupos de expresion en las clases de edades consideradas.

2) Determinar el o los tipos celulares en que fox/3y cyp1icl son expresados.
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3) Evaluar si durante el periodo de diferenciacién molecular del sexo la expresion de fox/3 es
regulada por el andrégeno 11-oxigenado 11-ketotestosterona (11KT).
4) Estudiar los cambios de expresion de fox/3 y cyplicl durante la gametogénesis como

referencia de una expresién detectable.

[I.- Materiales y Métodos

[1.1- Muestreos biolégicos

Desarrollo gonadal

Basandonos en que el periodo de diferenciacion molecular del sexo ocurre entre los 3 y meses
de edad, una misma cohorte de esturiones siberianos (lote 9, eclosionado el 17 de mayo 2014)
perteneciente a la granja piscicola Estuario del Plata, Tacuarembd, fue seguida en su
desarrollo, obteniéndose génadas de 30 individuos de 3, 4, 5, y 6 meses de edad (Tabla 1). Las
gonadas fueron colectadas y almacenadas en nitrégeno liquido hasta el momento de la

extraccion de ARN.

3 M A 5mM 6M
Largo total (cm) 11,95+0,14 16,36%+0,32 23,9710,56 26,8310,70
Peso (g) 595+0,19 15,32+0,76 36,98+2,18 47141354

n=30 n=30 n=30 n=30

Tabla 1. Promedio * error estandar de largo total y peso de cada grupo de individuos.

Dada la gran variabilidad de expresion de fox/3 en génadas diferenciadas registradas en peces
teledsteos, por lo que sin un a priori de lo que ocurriria en el esturién, se colectaron ovocitos
correspondientes a foliculos pre-vitelogénicos (E Il, n=9); en vitelogénesis (E Ill, n=10); y post-
vitelogénicos (E IV; n=10) y testiculos inmaduros constituidos por células germinales que no

iniciaron la meiosis de individuos de 10 (n=3), 11 (n=2), y 14 (n=5) meses que sirvieron para
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evaluar el comportamiento de los genes objetivo en etapas posteriores a la diferenciacién

sexual.

Ovocitos I Ovocitos Il Ovocitos IV Testiculo inmaduro
. Largo
Muestra Estadio ’
(cm)
e Bt e () - A) In.'lagen ovocitos clasificados .(len
- estadios Il, Il y IV en base a coloracién
980 Blanco y pequenios (II) 107 N B
g a1 hicas (11 y tamafio segln Conte (1988)
112 .
. ancase _cas B) Imagen de un corte testicular donde
984 e g (1) "3 se observan las células germinales que
985 Blancos y grises (II1) i) alin no iniciaron la meiosis y que se
986 Blancos y grises (III) uo disponen en forma homogénea en el
988 Blancos y grises (III) 101 interior del mismo.
996 Blancos y grises {III) 109
903 Grises 1 -2 mm (IV) u6
997 Grises (IV) uy
98g Grises (IV) 10
1000 Grises (IV) 103,5

[1.2- Animales experimentales

Los estudios de regulacidn de la expresidn in vivo se realizaron con esturiones siberianos de 4
meses de edad, mantenidos en la instalacion experimental del Laboratorio de Fisiologia de la
Reproduccion y Ecologia de Peces (FREP) de Facultad de Ciencias. Dichos animales, Tabla 2,
(lote 15, eclosionado 17 de julio 2017) fueron proporcionados por la empresa Estuario del
Plata (Tacuarembd). De cada individuo se colectaron trozos de gdnada mantenidos en
nitrégeno liquido para estudios de cuantificacion de la expresién génica mediante gPCR y en
paraformaldehido 4% - PBS para estudios de localizacion celular (hibridacion in toto). Para esta
técnica se utilizaron individuos del grupo control (no tratados con hormona).

El protocolo de experimentacion utilizado fue aprobado por la CEUA de Facultad de

Ciencias (Exp.240011-000410-16).
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Experimental |

Grupo | Grupo Il
Largo total (cm) 17,31 +0,59 22,98+ 0,87
Peso (g) 15,05+2,12 35,55+2,94
n=7 n=7 G G G
Experimental Il EXP | 10u| y 2 '::L
Grupo | Grupo Il Grupo lll EXP Il 4ugg/gg 10ug/g C
Largo total (cm) 15,3+0,33 13,21+ 0,74 14,32+ 0,66 EXPIII 10ug/g C NA
Peso (g) 9,47 + 0,77 7,9+ 0,86 8,17+ 1,37
n=7 n=7 n=8
Experimental ll|
Grupo | Grupo Il
Largo total (cm) 22,59 +0,36 24,4+ 3,16
Peso (g) 30,26 +1,56 36,96 £ 2,68
n=11 n=11

Tabla 2. Promedio + error estandar de largo total y peso de cada grupo de individuos por experimento.
A la derecha referencia de tratamientos asignados a los grupos experimentales.

[1.3- Procesamiento de material biol6égico para cuantificaciéon de la expresion
génica mediante PCR cuantitativa.

I11.3.1- Extraccion de ARN

La mayor parte de las extracciones de ARN se realizaron siguiendo el protocolo del kit utilizado
(RNAspin Mini RNA Isolation Kit, GE Healthcare). Particularmente la extraccién de ARN de
ovocitos debid ser realizada mediante técnica fenol-cloroformo (TRIzol) por brindar una mayor
eficiencia que el kit en este tipo de muestra (con exceso de lipidos). La concentracion y grado
de pureza de todos los ARN fue evaluada mediante espectrofotometria (Nano Drop ND-1000
de sala de equipos comunes del Instituto Pasteur de Montevideo). Para las extracciones con
fenol-cloroformo, se evalud la calidad mediante electroforesis de 1 ug en gel de agarosa (100

V, 200mA durante 60 min; agente intercalante Gel Red™).

[1.3.2- Deteccion de ADN en muestras de ARN
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Pese a que durante la extracciéon de ARN se tratd la muestra con DNasa, se empled la técnica
de PCR tiempo final para comprobar que el ADN fuese eliminado completamente. Las
muestras con presencia de ADN fueron re-tratadas con DNasa y posteriormente analizadas
mediante PCR tiempo final para verificar la completa eliminacién del ADN.

Para los tratamientos se utilizd6 Deoxyribonuclease |, RNase-free a razén de 7 U/ug de
ARN, siguiendo el protocolo del fabricante (Thermo Scientific). Las PCR en tiempo final se
realizaron a partir de 1 pl de ARN tratado; en un volumen final de reaccién de 25 pl; con 1,25
unidades de Taq polimerasa Roche; [dNTP’s]s = 0,2 mM vy utilizando cebadores especificos
([cebadores]s = 0,8 mM) para el gen 18S del esturién siberiano validados previamente por el
laboratorio (Berbejillo et al., 2012). El termociclador utilizado fue marca Corbett Research Palm
Gradient con un ciclado de 2’ a 94 °C seguidos de 35 ciclos de 40” a 94 °C,30”"a60°Cy 1 a 72
°C. Por ultimo 7’ a 72°C. Las reacciones fueron reveladas mediante electroforesis en gel de

agarosa 2 % (100 V, 200 mA durante 60 min) utilizando el agente intercalante Gel Red™.

I1.3.3. Sintesis de ADNc

La sintesis fue realizada siguiendo el protocolo sugerido para la enzima M-MLV RT por los
fabricantes (Thermo Fisher Scientific). Las retrotranscripciones de ARN de gdénada de
individuos indiferenciados (3, 4, 5 y 6 meses), machos (testiculos) y hembras (ovocitos) se
desarrollaron partiendo 1 pg de ARN mientras que las de gdénada de individuos
experimentales, partiendo de partiendo 0,2 ug de ARN. En ambos casos en presencia de 200

ng de cebadores al azar en un volumen final de reaccién de 20 pl.

[1.3.4- Disefio y validacion de cebadores

Cebadores para cuantificacion de la expresién de genes de estudio. Validacion in silico de

secuencias.
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Las secuencias de ARNm correspondientes a fox/3, cypllcl fueron obtenidas del
transcriptoma de la génada del esturién siberiano mediante tblastn local utilizando las
secuencias XP_004070713.1, NP_001073673.1 respectivamente, obtenidas de la base de datos
del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Las secuencias obtenidas del
transcriptoma del esturién fueron validadas mediante Blastp en NCBI. Dada la similitud entre
los mensajeros de foxI3 y foxI2 en las especies donde fueron caracterizados (secuencias
disponibles) la secuencia obtenida correspondiente al ARNm de fox/3 fue validada a partir de
un analisis filogenético realizado en cooperacion por el laboratorio de trabajo y el Instituto de
Gendmica Funcional de Lyon, Francia. A partir de las secuencias se disefiaron y ensayaron
distintos juegos de cebadores hasta encontrar un juego especifico para fox/3 (Tabla 3). La
secuencia de cypl1cl fue validada a partir de un andlisis filogenético realizado en el presente
trabajo incorporando las secuencias obtenidas del NCBI.

El disefio de los cebadores fue manual y se utilizdé la herramienta OligoAnalyzer de
Integrated DNA Technologies (IDT), para controlar contenido GC y temperaturas de
dimerizacion. Los cebadores fueron sintetizados por la compaiia IDT y el producto de qPCR
secuenciado por el Servicio de Secuenciacion de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto
Pasteur de Montevideo (UBM Instituto Pasteur) fue comparado con la secuencia proveniente
del transcriptoma mediante alineamiento con la herramienta web MultAlin. La amplificacion

utilizando qPCR permitié a su vez verificar la curva del Melt del producto amplificado (Figural).

Cebador Forward Cebador reverse Tamafio
foxI3 5'- GAAACC CTG CTT GAATTATTC CGA TC -3' 5'- GTG GGA CAG TCT AGCCCG T -3' 106pb
cyplicl 5’- CTG CTT GTATCC TCT GGG TC -3’ 5'- CAT CTC CGT CTC TGC AAT CC-3' 175pb

Tabla 3. Secuencia de cada cebador y tamafio fragmento amplificado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_004070713.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=PEAUUWJF014

foxI3
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Assay: (fodd 12 =| Mol Type: Derwvative Meit

Color: | byAssay

Derivative Melt

Figura 1. Curva de Melt
correspondiente a cada gen
de estudio vy resultado
electroforesis en gel de
agarosa 1% (100 V, 200mA
durante 60 min; agente
intercalante Gel RedTm).

GeneRuler Low Range Thermoscientific

GeneRuler Low Range Thermoscientific

[1.4- Cuantificacién de la expresiéon de genes de estudio mediante PCR

cuantitativa

[1.4.1 Puesta a punto de la reaccién

Las reacciones fueron realizadas en la plataforma ABI 7500 (Software Version 2.0.6) utilizando

placas de 96 pocillos y el reactivo Kappa Universal Sybr qPCR master mix. Previo a la

cuantificacion de los genes de estudio se realizaron ensayos para reducir el volumen final de la

reaccion de 20 a 12 ul. Para esto se compararon valores de Ct y Curvas de Melt de un mismo

juego de cebadores (cebadores]f = 0,2 uM) en reacciones de 20, 15 y 12 ul (volumen final). Los

ensayos permitieron establecer 12 pl como volumen final de reaccion.

Posteriormente para cada juego de cebadores se ensayaron dos y hasta 3

concentraciones distintas (0.05 puM; 0.1 uM; 0.2 uM) buscando un equilibrio entre disminucion

de formacidn de dimeros (validado por gel de agarosa) y especificidad de la reaccion (Curvas
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del Melt). Como resultado de estos ensayos se establecié como concentracién final de

cebadores en la reaccién 0.1 uM para 18Sy foxI3; 0.2 uM para cypl1icl

[1.4.2 Metodologia empleada para la cuantificacién de la expresion génica.

Se realizé cuantificacidn relativa de la expresion de los genes de estudio empleandose el
método de la Curva Estandar (User Bulletin #2: ABI PRISM7700 Sequence Detection System).
En cada caja de 96 pocillos de gPCR utilizada se corrieron 40 muestras de gdénada por
duplicado, 4 blancos de reaccion y diluciones seriadas por duplicado (1/10, 1/20, 1/40, 1/80,
1/160, 1/320,) de un pool de cDNA de génadas indiferenciadas obteniendo una Curva Estandar

para cada gen cuantificado por caja a partir del grafico Ct vs log dilucion (Figura 2).

. 35 -
meém entre log dilucién Ct

replicas Ct 20
dil 1/10

23,93264294 -1 23,9326429
dil 1/10 25
dil 1/20

25,0350008 11,301029996  25,0350008 20
dil 1/20 -

[

dil 1/40 15

26,58687401 -1,602059991 26,586874
dil 1/40
dil 1[80 y = '3,4657){ + 20,67 10

27,6054678 -1,903089987 27,6054678

. s , r 2 _

dil 1/80 R<=0,9807 5
dil 1/160

28,12224007 -2,204119983 28,1222401
dil 1/160 =
dil 1/320 3 25 2 15 1 0.5 0
dil 1320 29,1795826 -2,505149978 29,1795826 |0g dilucién

Figura 2. Ejemplo Curva Estandar cebadores fox/3 ([cebadores] f = 0,1 uM)

A partir de la curva estandar se determind para cada muestra el nivel de expresién de cada gen
mediante la relacién:

104 [log cantidad inicial gen estudio] /10 [log cantidad inicial gen normalizador] siendo log
cantidad inicial = ([Ct] —b) /m (b = interseccidn eje y- linea curva estandar; m pendiente curva

estandar). Como gen normalizador se utilizé el gen de expresidn constitutiva 18S.
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En el Anexo 2 se presenta la estructura de cajas para la cuantificacidn de la expresion
de foxI3 'y cypl1cl en muestras de gonadas indiferenciadas presentadas en distintos colores en
las cajas 1 a 4. Ademas, en las cajas 1 a 3 se sembraron muestras de ovocitos en diferentes
estadios y en la caja 4 muestras de testiculos. Cada muestra se sembrd por duplicado. Dado
que se analiza un gen por caja, cada caja consta de una sola dilucién seriada para establecer las
curvas estandar correspondientes. Se puede ver que cada caja tiene asignados 2 pocillos al
control del reactivo R (compuesto por la mezcla de reaccién sembrada en la placa en sala de
trabajo libre de acidos nucleicos) y a blancos B (compuesto por la mezcla de reaccidn
sembrada en la placa en sala de trabajo libre de acidos nucleicos mds los 2 ul de agua libre de
nucleasas agregada en mesada de trabajo con ADN luego de sembrar los 2 pl de ADNc para

cada muestra).

[1.5- Ensayos de regulacion in vivo de la expresion génica de foxI3 por el
andrégeno 11KT

En la busqueda de un efecto de la 11KT sobre la expresién génica de fox/3 se realizaron tres
tratamientos. Los dos primeros correspondieron a tratamientos agudos usando una sola dosis
de 11KT durante 6h en un caso y dos dosis de 11KT durante 24h. El tercero correspondid a un

tratamiento crénico durante 6 dias.

Tratamiento 1: AGUDO, 11KT dosis empleada 10 pg/g: duracién: 6 h

Para este tratamiento se prepard una solucion de 1 pg/ul de 11-KT en buffer salino. Se
establecieron dos grupos experimentales. Individuos del Grupo 1 (n=7) fueron inyectados con
solucién 1 pg/ul de 11-KT para otorgar una dosis de 10 pg/g animal. El Grupo 2 fue control, a
cada individuo (n=7) se le inyecté 226 pul de buffer salino con 2,5% de etanol. Los peces fueron

mantenidos en 2 cubas (una por grupo experimental) en ayunas durante 6 h tras las cuales se
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les dio punto final para realizar inmediatamente el muestreo de génada para los estudios de

expresion génica.

Tratamiento 2: AGUDO. 1 inyeccion de 11KT 5 pg/g v 10 pg/g: duracidon 24 h

Se disolvieron 5 mg de 11-KT (Sigma Aldrich USA) en 0,25 ml de etanol puro para analisis (PPA)
obteniendo un volumen de 250 pl y 20 pg/pl de concentracion. Posteriormente se diluyeron
150 pl de esta solucién en 5,85 ml de buffer salino (NaCls, 0,15 M) obteniendo 6 ml de solucién
de 0,5 pg/ul de 11-KT en buffer salino a utilizar en las inyecciones.

Se establecieron tres grupos de peces (n=8 por grupo) a los cuales se les inyecto
solucion de 0,5 pg/ul de 11-KT para otorgar una dosis de 5 pg/g animal (Grupo 1) y 10 pg/g
animal (Grupo 2). El tercer grupo de peces (Grupo 3) fue el grupo control que fueron
inyectados con el mismo vehiculo que los tratados con 11-KT es decir con buffer salino con
2,5% de etanol. Los peces fueron mantenidos en tres cubas (una por grupo experimental) en
ayunas durante 24 h tras las cuales se dio punto final al experimento, sacrificandose a los
peces para realizar inmediatamente el muestreo de génada para los estudios de expresion

génica.

Tratamiento 3: CRONICO, 11KT Duracidn; dosis empleada (total): 10 ug/g 6 dias;

Para este tratamiento se prepard una solucion de 0,5 ug/pl de 11-KT en buffer salino. Se
establecieron dos grupos experimentales. Individuos del Grupo 1 (n=11) fueron inyectados con
solucién 0,5 pg/ul de 11-KT para otorgar una dosis total de 10 pg/g animal suministrada en 5
inyecciones. El Grupo 2 fue control, a cada individuo (n=11) se le inyecté 134,6 ul de buffer
salino con 2,5% de etanol por inyeccidn (5 en total). Los peces fueron mantenidos en 2 cubas
(una por grupo experimental) en ayunas durante 6 dias tras los cuales se les dio punto final

para realizar inmediatamente el muestreo de génada para los estudios de expresion génica.
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I1.6- Hibridaciones in toto

La metodologia se basd en la hibridacién de una sonda de ARN marcada con digoxigenina
(utilizando los promotores SP6 y T7 para su sintesis mediante una transcripcion in vitro) con su
ARN mensajero complementario, correspondiente a cypllcl o al fox/3, dependiendo de la
sonda. Se utilizaron fragmentos de génadas de individuos indiferenciados de 4 meses fijadas

en paraformaldehido 4% - PBS para realizar las hibridaciones.

[1.6.1 Disefio de cebadores para sintesis de molde de sonda

Para la sintesis de molde de sonda de ARNm de fox/3 se disefiaron cebadores especificos con el
agregado de los adaptadores Sp6 y T7 como se sugiere en Ghafoory et al. (2012). Se realizé
una primer PCR con el objetivo de validar dichos cebadores. Como molde de la reaccién se
utilizé 1 pl de cDNA diluido 1/5 obtenido a partir de un pool de cDNA de gdnadas de tres
individuos indiferenciados y tres testiculos, en uno de los cuales habiamos evidenciado
presencia de fox/3 mediante transcriptomica. La reaccion se realizd en un volumen final de
reaccion de 25 pl; con 1,25 unidades de Taq polimerasa Roche; [dNTP’s]¢ = 0,2mM vy utilizando
cebadores especificos para fox/3 ([cebadores]s = 0,8mM). El termociclador utilizado fue marca
Corbett Research Palm Gradient con un ciclado de 2’ a 94 °C seguidos de 35 ciclos de 40" a 94
°C, 30" a 60 °Cy 1’ a 72 °C. Por ultimo 7’ a 72°C. Las reacciones fueron reveladas mediante
electroforesis en gel de agarosa 2 % (100 V, 200 mA durante 60 min) utilizando el agente
intercalante Gel Red™. El producto de PCR fue purificado utilizando el kit ZYMO de purificacién
de ADN a partir de gel de agarosa siguiendo las instrucciones del fabricante para ser
secuenciado (UBM Instituto Pasteur) y alineado con la secuencia de fox/3 proveniente del
transcriptoma. Una vez validado el juego de cebadores se replicd la reaccién de PCR unas 20

veces con el objetivo de tener purificado 1 pg de molde de sonda.
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Para la sintesis de molde de sonda de ARNm de cyplicl se disenaron cebadores
especificos sin necesidad de adaptador ya que el molde de la sonda se obtendria mediante
clonacién del producto de PCR en el vector pGM-T para su multiplicacién el cual ya posee los
adaptadores Sp6 y T7. Los cebadores se disefiaron manualmente dentro del marco de lectura.
Siguiendo el mismo protocolo de reaccién de PCR que para fox/3 (con la temperatura de melt
de los cebadores de cyp1icl, 63°C); el producto obtenido con los cebadores fue secuenciado
(UBM Instituto Pasteur) y alineado con la secuencia de cypl1cl proveniente del transcriptoma
para su validacion. Los cebadores usados para la sintesis del molde de la sonda especifica para
el ARNm de cyplicl y foxI3, se presentan en la Tabla 4. Una vez validados, utilizando una
polimerasa High Taq (polimerasa sin lectura de prueba para permitir extremos cohesivos en el
fragmento amplificado) se procedio a la amplificacidn del producto con el objetivo de ligarlo al
vector pGM-T. La reaccién se realizd en un volumen final de reacciéon de 25 ul; con 1,25
unidades de Taq polimerasa Roche; [dNTP’s]f = 0,8mM vy utilizando cebadores especificos para
cypllicl ([cebadores]f = 0,5mM). El termociclador utilizado fue marca Corbett Research Palm
Gradient con un ciclado de 2’ a 94 °C seguidos de 35 ciclos de 10”294 °C,20” a63°Cy 1 a 72
°C. La ligacién se llevod a cabo a 4°Covernight en una mezcla de reaccién compuesta por 2 pl
producto de PCR (27,5 ng/ul), 0,5 pl pGM-T (50 ng/ul), 0,5 ul buffer de ligacién (10X), 0,5 pl
ligasa T4y 1,5 ul H20. A continuacidn, se utiliza el vector para transformar la cepa competente
Escherichia coli DH5alpha. La transformacién transcurre a 37°C durante 16 h en placa de agar
con ampicilina (50 pg/ml) suplementada con 80 pl (50mM) del inductor IPTG y 80 ul X-gal
(mg/ml). La carencia del gen lacZ de la cepa de E.coli utilizada, y la inactivacion del Alpha
péptido P-galactosidasa por insercion del fragmento amplificado de cyplicl permite
diferenciar las bacterias transformadas que portan el vector con cypllicl (incapaces de
hidrolizar X-gal) reconocidas por coloracién blanca de aquellas que no o portan, reconocidas
por la coloracién azul debida a la oxidacién de uno de los productos de la hidrdlisis. Luego de la

transformacion se seleccionaron 10 colonias blancas (y una azul como control negativo) para
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identificar mediante una PCR con cebadores T7 y Sp6 aquellas que contienen el inserto de
cyplicl completo. Las reacciones fueron reveladas mediante electroforesis en gel de agarosa
2 % (100 V, 200 mA durante 60 min) utilizando el agente intercalante Gel RedTm. En base a
este resultado se seleccionaron dos colonias que a priori (presentaban el inserto de cyplicl,
de acuerdo al tamafio observado que correspondié al tamafio esperado. A partir de ellas se
purifico el plasmido y se mandé secuenciar (UBM Instituto Pasteur) para validacion secuencias.
Una vez validadas se eligi6 el plasmido colonia #1 para la amplificacién por PCR con cebadores

Sp6 y T7 para sintetizar la sonda (Figura 3).

Tabla 4. Secuencia de cada cebador y tamafio fragmento amplificado

Cebador forward Cebador reverse Tamafio
fox|3-in 5'- CAG TGA ATT GAT TTA GGT GAC 5'- CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC
toto ACT ATA GAA GTG TGG AAA CGT ACT ATA GGG AGA CCC AAT AAT GCA 927pb
CTCA GGACA -3' CAA CAG G -3'
cypllcl- | 5'-CCT GTG GAAAGAGCATGTCG  5'-TAT CAG GGTGTATITCGTTCGG - 743pb
in toto -3' 3

Figura 3. Electroforesis sobre gel agarosa de producto
de PCR con cebadores T7 y Sp6 sobre plasmido pGM-T
Colonia #1 (cyplicl) y purificado de fox/3 con
adaptadores T7 y Sp6.
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[1.6.2 Sintesis de sonda marcada

La sintesis se realizd in vitro a partir de 1000 ng de molde de sonda. Utilizando como marcador
DIG-UTP sintetizaron 4 sondas: cypl11c1-T7, cypllcl-Sp6, foxI3-T7 y foxI3-Sp6 utilizando las
transcriptasas T7 o Spb6 respectivamente. Con Sp6 se sintetizaron las sondas anti-sense de
cypllicly sense de fox/3. Con T7 se sintetizaron las sondas sense de cyplicl y anti-sense de

foxI3. Las reacciones se llevaron a cabo a 37°C durante dos horas. Finalizada la misma, se
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trataron con DNasa 15 minutos a 37 °C para eliminar el molde. Las sondas marcadas se

evaluaron mediante gel de agarosa (tamafio de la sonda) y dot blot (cuantificacion soda

marcada) (Figura 4).

Figura 4. Electroforesis sobre gel agarosa
de sonda de ARN marcadas (DIG-UTP).
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[1.6.3 Seleccién del material biolégico

De los grupos control de los tratamientos dos y tres de los ensayos de regulacién de la
expresion génica de fox/3 por el esteroide 11-Ketosterona, se seleccionaron gdénadas de
individuos en base a los niveles de expresién de fox/2, gen validado recientemente por el
laboratorio de trabajo como marcador molecular de la diferenciacidon del sexo en el esturidn
Siberiano (Vizziano-Cantonnet, Di Landro, et al., 2018). De esta manera se realizaron las
hibridaciones sobre tejido gonadal seleccionado de potenciales futuros machos y potenciales

futuras hembras en diferenciacién del sexo (Figura 5.)
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10 *
Figura 5. Expresién de fox/2 en machos en
- diferenciaciéon del sexo (n=4) y hembras en
:g diferenciacion del sexo (n=3) de 4 meses de edad.
g 5 Hubo diferencias significativas (Student; p<0.05) en los
X niveles de expresion de fox/2 entre machos y hembras,
siendo mayores en las hembras.
0 |

[1:7. Filogenias Foxl3 y Cyplic

Las secuencias de fox/3 y cyplicl obtenidas del transcriptoma de la génada del esturién
siberiano fueron confirmadas por estudios filogenéticos a nivel de proteinas. Para esto se
tradujo la secuencia de ARNm utilizando la herramienta Translate de ExPASy y otras secuencias
correspondientes a Foxl3 y Cypllc fueron incorporadas de las bases de datos GeneBank y
Ensemble.

La caracterizacion de FoxI3 fue realizada en el Instituto de Gendémica Funcional de
Lyon, Francia, en cooperacién con el laboratorio FREP antes de iniciada la tesis. El método
empleado fue el de méxima verosimilitud (Felsenstein et al., 2004) y las secuencias utilizadas
se presentan en la misma. La caracterizacién de Cypllc fue realizada en el marco de esta tesis.
Se utilizaron las secuencias proteicas de Cypllc correspondientes a Oryzias latipes
(NP_001098570.1), Dicentrarchus  labrax  (AAQ04665.2), Oreochromis  niloticus
(XP_003450954.1), Maylandia  zebra  (XP_004541268.1),  Fundulus  heteroclitus
(XP_012721270.1), Oncorhynchus mykiss (NP_001117736.1), Odontesthes bonariensis
(ACU81083.1), Danio rerio (NP_001073673.1), Rana catesbeiana (D10984.1), Homo sapiens
(AAA35741) y Mus sp (AAB21517.2). El método empleado fue Neighbor-Joining (Saitou et al.,
1987), bajo 1000 réplicas (boostrap), utilizando el programa MEGA7.
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[1.8- Analisis estadistico de datos de la expresion de foxI3 y cyp11c1 durante
el desarrollo gonadal.

[1.8.1 Para establecer si hay diferencias significativas en los niveles de expresion de
foxl3 y cyp1l1cl durante los diferentes estadios de desarrollo analizados

En primer lugar, para el conjunto de datos de expresion relativa de cada gen se evalué
normalidad mediante la prueba de Lilliefors (Abdi et al., 2007) y mediante la prueba de Levene
para estudiar la homogeneidad de varianza entre grupos (Schultz, 1985). En los casos en donde
no se cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza entre grupos se
procedid a realizar analisis no-paramétricos mediante la prueba de andlisis de varianza de
Kruskal-Wallis (Vargha et al., 1998) seguido de la prueba no pareada de Mann-Whitney con
correccion por Bonferroni (Ruxton, 2006). En casos de homogeneidad de varianza entre grupos
se aplicd un andlisis de varianza (ANVA) (Kaufmann et al., 2014). Se utilizaron los programas de

analisis estadistico Gnumeric y Past.

[1.8.2 Analisis de agrupamiento

Mediante el andlisis de agrupamiento utilizando el algoritmo UPGMA (Unweighted pair-group
average) y el coeficiente de correlaciéon (r de Pearson), (Dawyndt et al., 2006) se intentd
establecer si los patrones de expresion de fox/3 y cypllcl en alguno de los estadios de
desarrollo durante el periodo de diferenciacién molecular del sexo son suficientes para
discriminar dos grupos dentro de los individuos analizados. Se utilizd el coeficiente de
correlacién cofenético como mediada de validacién del dendograma. Los grupos obtenidos
fueron verificados mediante analisis discriminante y analisis multivariante de la varianza
(MANOVA) Carlson, D. (2017). Para cada clase de edad se compara los niveles de expresion de
foxI3 y cyplicl entre los grupos obtenidos a partir del clustering mediante test estadisticos

apropiados segun el caso (paramétricos y no paramétricos).
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[1.8.3 Analisis estadistico de datos de expresiéon génica obtenidos del ensayo de
regulaciéon por 11KT.

Para el andlisis estadistico de los datos de expresién de fox/3 obtenidos del ensayo de
regulacién por esteroides, se evalud normalidad del conjunto de datos mediante la prueba de
Lilliefors (Abdi et al., 2007) y homogeneidad de varianzas entre grupos (tratado y control)
mediante la prueba de Levene (Schultz, 1985). En caso de cumplir con ambos supuestos se
procedid a comparar los grupos utilizando el test de Student o el analisis de varianza ANVA
(Kaufmann et al., 2014) (particularmente en la experimental 1 donde se conformaron tres

grupos de peces).

[11.- Resultados
[11.1- Caracterizacién mediante filogenia de foxl3 y de cypllc

El andlisis filogenético confirma que la secuencia obtenida del transcriptoma de la génada del
esturion Acipenser baerii corresponde al fox/3. En la filogenia (Filogenia 1) se distinguen dos
grupos monofiléticos validados por un boostrap de 76% de credibilidad: en la parte superior el
grupo correspondiente a fox/2 y en la parte inferior, el grupo de su gen pardlogo fox/3 (fox2b).
Se observa como fox/3 del esturién siberiano (en rosado) forma un grupo que implica una

mayor similitud con sus ortélogos (ver Filogenia 1).
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Filogenia 1 (FoxI3). Obtenida mediante el método de Maxima verosimilitud (Felsenstein et al.,

2004).

El andlisis filogenético de Cypllc confirma que la secuencia obtenida del

transcriptoma de la goénada y validada en primera instancia mediante blastp (NCBI)
corresponde a cyplicl, el gen que codifica la enzima 11B-hidroxilasa (Cypl1c) en el esturién
(Acipenser baerii). La secuencia fue comparada con sus ortdlogas en peces teledsteos y no
teledsteos asi con la 11B-hidroxilasa de una anfibio y humano. Se observa como grupo

monofilético Cypllc en peces como era de esperar, viendo la secuencia del esturion mas

cercana al resto de los peces actinopterigios analizados (Filogenia 2).
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o Odontesthes bonariensis-11beta
55 { Oryzias latipes-11beta

47 Fundulus heteroclitus-11beta

Maylandia zebra-11beta
93
57 Oreachromis niloticus-11beta

Dicentrarchus labrax-11beta

86

9

Oncorhynchus mykiss-11beta

99

Danio rerio-11beta

93

Acipenser baerii-11beta

100 Callorhinchus milii-11beta

Rana catesbeiana-11beta

Homo sapiens-11beta

Mus sp-aldosterone synthase

Filogenia 2 (Cyp11c). Obtenida mediante el método Neighbor-Joining (Saitou et al., 1987), bajo

1000 réplicas (boostrap), utilizando el programa MEGA7.

[11.2- Cambios en la expresion de foxI3 y cyp11c durante el periodo
indiferenciado

Los cambios en los niveles de expresion gonadal del fox/3 y del cyp1lc durante el periodo de
indiferenciacion sexual comprendido entre los meses 3 y 6 de desarrollo se muestran en la
Figura 6 Ay B. La expresion de fox/3 resulté significativamente mayor a los tres meses de edad,
y se observa una disminucion significativa durante el desarrollo. La expresién de fox/3 es muy
variable, sobre todo en los meses 4 y 5 coincidiendo con el pleno proceso de diferenciacion
molecular del sexo Figura 6B. La expresion de fox/3 a los 4 y 5 meses de edad se diferencia

significativamente (p < 0,025) de los meses 3 y 6 (Analisis estadistico en Anexo 1, pag. 56).
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Figura 6A. Expresion de foxI3 y cyp1icl en la génada de A. baerii. Los valores de expresion de fox/3 y
cyplicl para 3, 4, 5, y 6 meses corresponde al promedio de los valores de expresion de todas las

muestras analizadas para cada estadio (n=30). Se presenta error estdndar para cada valor de la
expresion.
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Figura 6B. Expresidn de fox/3y cyp1icl en la génada de A. baerii. La expresion de foxI3 y cypl1cl para

3,4, 5, y 6 meses se visualizan mediante diagrama de cajas para cada estadio (n=30). Mann- Whitney
test (p< 0,025).

En el caso de cyplicl, los valores mas elevados también se dan a los 3 meses de edad. Pero a
diferencia de fox/3, la mayor variabilidad en su expresion es a los 3 meses (Figura 6 B),
coincidiendo con el inicio del proceso de diferenciacion molecular del sexo en el esturidon

siberiano. Posteriormente, y al igual que para fox/3, los niveles de expresion de cyplicl
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descienden significativamente (p-< 0,025). Los 4 y 6 meses son los estados de desarrollo menor

expresion de cypl1icl (Andlisis estadistico en Anexo 1, pag.56).

[11.3- Niveles de expresion individual de foxI3 y cyp11c durante el desarrollo

Para cada estadio de desarrollo (3 a 6 meses), se presentan los niveles de expresién de fox/3 y
cypllcl por individuo. Se observa en forma intuitiva como dentro de un mismo estadio hay
individuos en los que el nivel de expresién de fox/3 es mayor al de cypllcl mientras que en

otros la relacion es la opuesta (Figura 9).
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Figura 7. Expresion de fox/3 y cyp1icl en génadas de 3, 4, 5, 6 meses (M) de A. baerii, indiferenciadas
respecto al sexo.

[11.4- Analisis de agrupamiento

Se buscé si para cada mes, que representan distintas etapas del desarrollo gonadal en la cual
no se distinguen cambios morfoldgicos, el comportamiento de estos dos genes a nivel
individual permite establecer dos grupos distintos de individuos. El agrupamiento mostrd
como los patrones de expresion de fox/3 y cypllcl observados durante el periodo de
diferenciacién molecular del sexo permiten discriminar dos grupos dentro de los individuos

para cada clase de edad (Figura 7).
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Figura 8. Agrupamientos considerando los valores de expresion de cyplicl y foxi3 en individuos de 3
meses (A), 4 meses (B), 5 meses (C) y 6 meses (D) de edad. En los cuatro casos se obtuvo un
coeficiente de correlaciéon cofenetico igual a 1.

[11.5- Comparacion entre niveles de expresion de foxl3 y cyp11c entre los
grupos establecidos el andlisis de agrupamiento
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Figura 9: Representacién grafica mediante diagrama de cajas de los niveles de expresiéon de cypl1icly
foxI3 para cada grupo (G1y G2) obtenido a partir de los grupos (Figura 12) para individuos de 3, 4,5y 6
meses de edad. La estrella indica que hay diferencias significativas (p< 0,05) entre grupos.
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Cuando se compararon los niveles de foxI3 y cypllc en los dos grupos formados para cada
edad se observaron diferencias significativas solo en algunas edades. A los 3y a los 5 meses, el
foxI3 se mostrd activado significativamente (p< 0,05) en el grupo donde el cypllic estuvo
reprimido, e inversamente el cyplic se elevd significativamente (p< 0,05) en el mismo grupo
donde el fox/3 se mantuvo reprimido. A los 4 meses, no hay diferencias significativas entre
grupos (p>0,05) para ninguno de los dos genes ensayados, mientras que a los 6 meses de edad,
solo cyp11cl muestra diferencias significativas (p< 0,05) en su expresion entre grupos (Figura 9)

(Anexol, pag 58-59-60).

[11.6- Efecto del tratamiento in vivo con 11KT sobre la expresion de
foxI3

No se observaron cambios significativos (p>0,05) en los niveles de expresion gonadales de
foxI3 luego de los ensayos agudos utilizando dos dosis de 11KT y finalizados a las 6 y 24h post-

inyeccion (Figuras 10y 11; Anexo 1, pag. 60-61)

Tratamiento 1. AGUDO. Una sola inyeccién de 10ug/g de pez. 6 horas

Expresion
o o
ESY (o))
1 J

o
N
1

Tratados con 11-KT 10ug/g animal Control salino con 2,5% ETOH
Grupo experimental

Figura 10. Expresion de foxI/3 en grupos experimentales. Los valores de expresion corresponden al
promedio de los valores de expresién de todas las muestras analizadas por grupo (n=7). No hay
diferencias significativas (p>0,05) del valor de expresion del fox/3 entre grupos. (Anexo 1, pag. 60-61).
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Tratamiento 2. AGUDO, inyecciones de 11KT de 5 ug/g y 10 pg/g — 24 horas

0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -
0,005 -

Expresion

5ug 11KT/g animal 10 ug 11KT/g animal control salino 2,5 % ETOH
Grupo experimental

Figura 11. Expresion de fox/3 en grupos experimentales. Los valores de expresidon corresponden al
promedio de los valores de expresidon de todas las muestras analizadas por grupo (n=7 por grupo
tratado, n=8 grupo control salino). No hay diferencias significativas (p>0,05) del valor de expresién del
foxI3 entre grupos. (Anexo 1, pag. 60-61).

Posteriormente se cambid el tratamiento agudo por uno crénico usando la dosis de 10 pg/g de
pez inyectado durante 6 dias. Este tratamiento tampoco indujo cambios en la expresién

gonadal del fox/3 (Figura 16, Anexo 1, pag. 60-61).

Tratamiento 3. CRONICO. Inyecciones diarias. Dosis total: 10ug/g. 6 dias
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Tratados con 11-KT 10ug/g animal Control salino con 2,5% ETOH
Grupo experimental

Figura 12. Expresion de foxI/3 en grupos experimentales. Los valores de expresion corresponden al
promedio de los valores de expresiéon de todas las muestras analizadas por grupo (n=11). No hay
diferencias significativas (p>0,05) del valor de expresidn del fox/3 entre grupos (Anexo 1, pag. 60-61).

[I1.7- Niveles de expresion de foxI3 y cyp11c durante la gametogénesis
temprana

Los niveles de expresion de foxI3 y cypllic se estudiaron en la gametogénesis femenina

abarcando desde los ovocitos previtelogénicos (estadio 1), los ovocitos en plena vitelogénesis
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(estadio 1l1), y los ovocitos post-vitelogénicos (estadio IV). Ninguno de los dos genes presento
diferencias significativas en los niveles de expresion entre estadios ovocitarios (Figura 13A;
Anexo 1, pag. 55).

Ademas, se estudiaron los niveles de expresidon de fox/3 y cypllicl en testiculos
inmaduros (no meidticos) de 10, 11 y 14 meses. Una vez mas no ninguno de los dos genes
presentd diferencias significativas en los niveles de expresidon entre los meses estudiados

(Figura 13B; Anexo 1, pag. 55).
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Figura 13. Expresion de fox/3 y cypllcl en A) ovocitos en estadios de desarrollo Il (n=9), lll (n=10), IV
(n=10). B) testiculos previo al inicio de la gametogénesis (10 (n=3), 11 (n=2), y 14 (n=5) meses de edad.

[11.8- Comparacion entre niveles de expresion de foxl3 y cypl1c entre
testiculos inmaduros y ovarios inmaduros (pre-vitelogénicos)

Los dos genes ensayados (fox/3 y cyp11cl) mostraron niveles de expresion significativamente

mayores en los ovocitos inmaduros respecto de los testiculos inmaduros (Figura 8, resultados
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estadisticos en Anexo 1, pag. 56), lo que indica la presencia de una expresion sexo dimérfica

(p<0,05) durante la gametogénesis temprana para los dos genes estudiados.
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Figura 14. Expresion de fox/3 y cyp1icl en ovocitos pre-vitelogénicos (n=9), y testiculos previo al inicio
de la gametogénesis (n=10).

[V.- Discusion

El proceso de diferenciacion de la génada en el que células somaticas y germinales adoptan un
destino sexual aun no es bien comprendido en peces en general lo que incluye al esturién
Siberiano y a los esturiones en general. Los primeros signos claros de diferenciaciéon de la
gonada en el esturién Siberiano para las condiciones de cultivo en Uruguay aparecen a los 8
meses de edad y estdn basados en el reconocimiento de grupos de células germinales
meidticas como un signo de desarrollo del ovario y una distribuciéon homogénea de células
germinales no meidticas como un signo de presuntos testiculos (Vizziano-Cantonnet et al.,
2016, 2018a). Habiendo cumplido los objetivos planteados, se caracterizé la expresion gonadal
de foxI3 y cyplicl durante el periodo de diferenciacién molecular del sexo que antecede la
diferenciacién morfoldgica de la gonada y etapas posteriores del esturidn siberiano y se evalud
la regulacién de foxI3 por el andrégeno 11-oxigenado 11-ketotesterona en tratamientos in

vivo.
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[V.1- Potencialidad de produccién temprana de andrégenos

Si bien los andrégenos 11-oxigenados son considerados los principales y mas potentes
esteroides sexuales masculinos en peces (Borg, 1994); Takeshi Miura et al. (2003), el rol de
inductor de la diferenciacién testicular solo se ha confirmado en la especie protandrica
Amphiprion clarkii (anemona fish) (S. Miura et al., 2008) y en la especie con determinacion del
sexo dependiente de la temperatura, Odontesthes bonariensis (pejerrey), demostrando con
esto que a temperaturas de masculinizacion, las enzimas 17a-hidroxilasa/17,20 liasa; 11B-
hidroxilasa; 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
estaban activas (Blasco et al., 2013). Los andrégenos como la 11KT se producen en individuos
aun no diferenciados sexualmente expuestos a temperaturas masculinizantes en el pejerrey
(Hattori et al., 2009). Ademas, estudios de expresion de los genes que codifican las enzimas
implicadas en la sintesis de andréogenos 11-oxigenados muestran que en trucha arcoiris el
primordio gonadal de machos genéticos tiene el potencial de sintetizarlos, pero dado el patrén
de expresién en relacion a la expresidon del gen determinante del sexo (sdy,) (Yano et al.,
2013), los andrégenos no serian los desencadenantes de la via masculina de diferenciacion
sino mas bien los mediadores (Vizziano et al., 2007b; Vizziano et al., 2008), una vez que el sdy
se expresa en los futuros machos. Sin embargo, en tilapia nilética (Oreochromis niloticus), en el
medaka (Oryzias latipes), en el lebistes (Poecilia reticulata), en la Poecilia latippina y en el platy
(Xiphophorus maculatus) el potencial del produccién de andrdégenos 11-oxigenados es
detectado luego de la aparicion de los primeros signos de diferenciacion morfoldgica de la
gonada (Nakamura et al., 1998b; ljiri et al., 2008a). El cyplicl es uno de los genes mas
utilizados como marcador de sintesis de andrégenos 11-oxigenados (Vizziano et al., 2007b; ljiri
et al., 2008a; Blasco et al., 2010), y como marcador de la célula de Leydig (Khatun, 2013). Este
codifica la enzima 11B-hidroxilasa. El estudio de expresién de cyplicl a nivel gonadal en el

periodo comprendido entre los 3 y 6 meses de edad en el esturién Siberiano, muestra que la
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mayor expresion ocurre a los 3 meses de edad, coincidiendo con el inicio del periodo de
diferenciacién molecular del sexo en el esturién. Esto muestra la importancia de una potencial
produccion muy temprana de andrégenos 11-oxigenados en los esturiones, como se reportd
en el pejerrey (Hattori et al., 2009). A su vez, estudios previos han demostrado que durante el
periodo de diferenciacion del sexo la receptividad a los andrdgenos en la génada del esturién
siberiano ya existiria ya que existe una expresién clara de los receptores a los andrégenos
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Todo indica que habria produccion y receptividad de

andrégenos en forma temprana durante el desarrollo gonadal del esturién siberiano.

[V.2- foxI3 durante el desarrollo gonadal

El FoxI3 pertenece a la familia de factores de transcripcion con dominio Forkhead Box (FOX) de
unién al ADN, y surge a consecuencia de la duplicaciéon completa del genoma en la base de los
vertebrados (Dehal et al., 2005) a partir del gen ancestral fox/2/3 (Bertho et al., 2016).
Mientras que fox/2 es considerado un factor clave en la diferenciacion del ovario y ovogénesis
en peces (Guiguen et al., 2010; Li et al.,, 2013) y la gran variabilidad en los patrones de
expresion de su gen paralogo foxI3 hacen que su rol no esté bien comprendido.

Existen muy pocos estudios sobre el fox/3 y su papel en la diferenciacidon sexual de
peces. Los patrones de expresidon en truchas muestran que este gen se activa varios dias
después del fox/2 y de la aromatasa durante la diferenciacion molecular del sexo femenina,
gue ocurre previa a la diferenciacién morfoldgica del sexo (Baron et al., 2004; Vizziano et al.,
2007). En un primer momento se lo relaciond con la entrada en meiosis de las células
germinales femeninas (Baron et al., 2004). El foxI/3 se mantiene claramente reprimido durante
el desarrollo masculino de truchas (Baron et al., 2004; Vizziano et al., 2007). A su vez y en
concordancia con lo que ocurre con otros genes femeninos (fox/2, aromatasa) el foxI3 es

fuertemente reprimido por los andrégenos-11 oxigenados para inducir la transdiferenciacién
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de ovario a testiculo (Vizziano et al., 2008). A diferencia del fox/2 y la aromatasa, que se
localizan en células somaticas (Vizziano et al., 2007; Guiguen et al., 2010), no se localizé en un
inicio en qué tipos celulares se expresaba el fox/3. Todo esto indicaba un papel del fox/3 en la
diferenciacién femenina. Sin embargo, estudios posteriores desarrollados en medaka (Oryzias
latipes) mostraron que el fox/3 se localiza en las células germinales y que se mantiene
expresado en aquellas células que realizan mitosis, pero no en aquellas quiescentes o en
ovocitos que entraron en meiosis (Nishimura et al., 2015). A su vez, estos autores muestran
que el foxI3 se puede detectar en las hembras, pero es reprimido en los machos luego de la
diferenciacion sexual, y que la delecion del fox/3 (fox/3-/-) induce el desarrollo de
espermatogénesis en un ovario, suprimiendo la linea germinal femenina (Nishimura et al.,
2015). Todo ello indica que la represidn del fox/3 es clave en la determinacion del sexo de las
células germinales y que se mantiene activado en la via de desarrollo femenino reprimiendo la
espermatogénesis (Nishimura et al., 2015). El estudio de expresién de fox/3 en la génada del
esturion Siberiano durante el periodo comprendido entre los 3 y 6 meses de edad muestra que
el pico de mayor expresion es a los 3 meses, coincidiendo con el inicio de la diferenciacion
molecular del sexo para el especie en las condiciones de cultivo en Uruguay
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Esto estd de acuerdo con la activacién del fox/3 durante el
periodo de diferenciacidon sexual de hembras de truchas (Baron et al., 2004; Vizziano et al.,
2007) y con la posibilidad de que el fox/3 juegue también un papel en la diferenciacién sexual
del esturion Siberiano. A nivel individual, se pudo ver que hay dos clases de individuos, unos
con alta expresidn de fox/3 y otros con niveles mas bajos en comparacién con los primeros a
los 3 y a los 5 meses, sugiriendo que la activacion del fox/3 estaria indicando el inicio de la
diferenciacién femenina.

Si se analizan en conjunto los niveles de expresién de foxI3y cyp1icl a nivel individual
se encuentra un patron opuesto de expresidn entre estos genes, el cual a su vez permite

agrupar a los individuos de 3 y 5 meses en dos clases donde los niveles de expresion de ambos
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genes difieren significativamente entre si. La desregulacion de fox/3 por parte de los
andrégenos 11-oxigenados, particularmente 11-KT como mecanismo masculinizante de la
gonada es la hipdtesis que nos plantemos para el esturién siberiano y el patréon opuesto de
expresion entre ambos genes a los 3 meses va en acuerdo con esta idea. Sin embargo, la
ausencia de represién del fox/3 por parte de la 11KT no permitié sustentar esta idea. Es de
destacar que como ya mencionamos mas arriba en ‘Potencialidad de produccién temprana de
andrégenos’ existe la potencialidad de producir andrégenos 11-oxigenados en las etapas bien
tempranas del desarrollo gonadal del esturién Siberiano, asi como la receptividad a los
andrégenos, de modo que este no seria un argumento para descartar la falta de efecto de los
andrégenos sobre el fox/3. Respecto de las dosis utilizadas, el modo de aplicacién y los tiempos
seleccionados, en trabajos en paralelo con estrégenos realizados en el Laboratorio usando
dosis, modos de aplicacion y tiempos similares se obtuvieron resultados de regulacion muy
claros y significativos sobre otros genes como el fox/2. En esta Tesis y como control (resultados
en Anexo 1) se analizd el efecto del tratamiento de 11KT sobre el fox/2, y no hubo una
represién de este gen femenino por los andrégenos como se esperaba. Posiblemente
tratamientos mds drasticos como los que se usan para invertir el sexo tengan un efecto
inhibitorio del fox/3, como fue demostrado en tratamientos de inversién (Vizziano et al., 2008).

Por otra parte, estudios recientes, muestran un comportamiento de fox/3 durante el
periodo de diferenciaciéon del sexo opuesto el observado hasta entonces en los modelos
animales estudiados. Por un lado dos variantes de fox/3 (fox/3a y foxI3b), fueron descriptas en
Anguilla japonica, y aunque insensibles a los tratamientos con 11-KT efectuados, ambas
presentan mayor expresion en la via masculina de diferenciacion de la gdnada, aparentemente
en la célula germinal, y son desreguladas en tratamientos con estrégenos (E2), sugiriendo un
rol protagdnico en el destino sexual de la linea germinal (Wu et al., 2019). El otro caso de
estudio corresponde a la especie hermafrodita (protoginico) Epinephelus coioides, donde la

expresion de fox/3 también predomina en la via masculina de diferenciacién. En este caso su
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expresion resulto ser estimulada por los androgenos (mientras que fox/2 fue inhibido) (Lyu et
al., 2019). Los estudios de la expresion del fox/3 durante la gametogénesis temprana que se
discuten mds adelante tampoco permiten concluir sobre una activacién del fox/3 en la via
masculina como se esta proponiendo mas recientemente.

Dado que no tenemos marcadores del sexo a nivel del ADNgendmico, no podemos
confirmar la via de desarrollo sexual que estdn tomando los individuos con fox/3 activado y
cypllc reprimido y viceversa. A pesar de ello, algunos resultados del Laboratorio, nos hacen
dudar si los individuos con fox/3 activado son realmente futuras hembras. Por un lado el
estudio del transcriptoma durante la diferenciacidn sexual, no mostré una activacion del fox/3,
en las futuras hembras identificadas por los marcadores femeninos fox/2 y aromatasa
(Vizziano-Cantonnet et al., 2018 a, b). Ademas, los mismos individuos estudiados en esta Tesis
fueron evaluados en otra Tesis en curso (André Lasalle) usando el fox/2 y la aromatasa como
marcadores femeninos y los patrones de expresidén son discordantes con los de fox/3. Es de
destacar que los genes relacionados con la produccidén de estradiol (aromatasa y foxI2) estan
ampliamente validados como marcadores de la diferenciacién ovarica en peces (ver revisiones
de Piferrer et al., 2008; Guiguen et al., 2010), mientras que para el fox/3 los patrones
femeninos durante la diferenciacion del sexo se han visto muy poco estudiados (Vizziano et al.,
2007; Nishimura et al., 2015) y que en forma muy reciente se comienza a considerarlos como
masculinos (Lyu et al., 2019).

Solamente, el descubrimiento de un marcador del sexo genético permitira dirimir esta
problematica. El Laboratorio se encuentra en esa busqueda a través de estudios de RAD-

sequencing en el esturion siberiano.

[V.3- foxl3 y cyp11c durante la gametogénesis temprana

Los estudios de expresion de fox/3 en esta etapa del desarrollo mostraron mayor expresion en

el ovario pre-vitelogénico si se lo compara con el testiculo inmaduro del esturién Siberiano.
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Esto se asemeja a lo observado en trucha arcoiris donde fox/3 alcanza su pico de expresion
justo antes y durante la meiosis del ovocito mientras que en testiculo permanece indetectable
(Baron et al., 2004) y se distingue del comportamiento en medaka donde no hay expresion de
foxI3 en células germinales en meiosis (ovocitos) ni tampoco tampoco en testiculo, por
tratarse de un factor supresor de la espermatogénesis en este modelo (Nishimura et al.,
2015b). A su vez en Salmo salar (salmén del atlantico), Dicentrarchus labrax (lUbina) vy
Monopterus albus (anguila del arrozal) y Anguilla japdnica, el patron de expresion de fox/3 es
distinto a los anteriores, con mayor presencia de transcriptos en testiculo que en ovario (von
Schalburg et al., 2011; Crespo et al., 2013; Gao et al., 2016; Wu et al., 2019). Particularmente
en lubina se vio que la expresién de foxI3 varia durante la espermatogénesis, alcanzando
valores maximos en testiculos inmaduros y valores minimos al inicio de la meiosis (Crespo et
al., 2013). Los resultados sugieren que el fox/3 estaria involucrado en el inicio de la meiosis en
la hembra (Baron et al., 2004) y regulando el desarrollo testicular en machos (Crespo et al.,
2013). Los resultados en esturidn sugieren que fox/3 estaria implicado en el desarrollo del
ovocitario, pero no tenemos datos sobre el inicio de la meiosis en los testiculos como para ver
si los niveles de expresion del fox/3 reportados son reprimidos en este periodo como se
establecié anteriormente en otras especies (Crespo et al., 2013).

El rol de los andrégenos 11-oxigenados en la génada diferenciada de peces teledsteos
parece estar bastante dilucidado. Aunque aun se desconocen los mecanismo de accidén, (ya
gue la linea germinal no expresa receptor de andrégenos, (de Castro Assis et al., 2018), en
testiculos, particularmente la 11-ketosterona actia como inductor de la espermatogénesis en
salmon atlantico (Melo et al., 2014), Clarias gariepinus (bagre africano) (Cavaco et al., 1998),
Danio rerio (pez cebra) (de Castro Assis et al., 2018) y Anguilla japonica (T Miura et al., 1991).
Por otra parte la 11-KT también tiene un rol importante en el ovario, encontrandose que
estimula el crecimiento y desarrollo de los ovocitos durante la vitelogénesis temprana en

varios tipo de anguila (Matsubara, 2001; Sbaihi et al., 2001; Lokman et al., 2007; Divers et al.,
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2010; Kazeto et al., 2011), asi como Gadus morhua (bacalao) (Kortner et al., 2009) y
Oncorhynchus kisutch (salmdén coho) (Forsgren et al., 2010), aparentemente mediante la
sensibilizacidn del ovario a los efectos de la hormona foliculo estimulante (FSH) al estimular la
expresion de los receptores de FSH (Setiawan et al., 2012).

Al igual que para foxI3, los estudios de expresion de cyplicl en esta etapa del
desarrollo mostraron mayor expresién en el ovario pre-vitelogénico que en testiculo inmaduro
del esturidn Siberiano, concordando con trabajos previos para la especie (Cuisset et al. (1995);
y sugiriendo que los andrégenos 11-oxigenados podrian incidir en la regulacién del fox/3 en
hembras en las primeras etapas de la gametogénesis como se estd planteando en anguilas,
bacalao y salmones (Matsubara, 2001; Sbaihi et al., 2001; Lokman et al., 2007; Kortner et al.,

2009; Divers et al., 2010; Forsgren et al., 2010; Kazeto et al., 2011).

V.- Conclusiones

Esta tesis formé parte del esfuerzo por comprender si el fox/3 estd involucrado en la
diferenciacién sexual del esturién Siberiano, en particular si su represién por andrégenos se
relaciona con la via de desarrollo masculino antes de la diferenciacidn sexual.

Se caracterizé por primera vez para esturiones en general: 1.- la identidad del fox/3 y de la
cypllc a través de estudios de filogenia, 2.- la expresién en gdénada de los genes fox/3 y
cypllcl durante el periodo de diferenciacion molecular del sexo y etapas posteriores, 3.-la
posible regulacion del fox/3 por parte de los andrégenos. A pesar de ello no se pudo confirmar
la hipodtesis de trabajo dado que por un lado no se pudo identificar en forma completamente
certera el sexo de los animales indiferenciados, y el otro no se pudo confirmar su represidn por

parte de la 11KT.
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Anexo I Resultados estadisticos

Niveles de expresion de foxI3 y cyp11cl en gonadas de individuos
indiferenciados de 3, 4, 5 y 6 meses de edad.

Prueba de Normalidad para el conjunto de expresion en 3, 4, 5y 6 meses para fox/3 (n=120) y

cyplicl (n=120): Test de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)

Alpha: 0,05 ; p-Value foxI3: 6,22E-017 ; p-Value cyp11cl: 1,3E-044
Conclusidn: Se rechaza la hipdtesis nula, los valores de expresion de fox/3 y cyp1lcl no tienen

distribucion Normal.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas entre los grupos (3, 4, 5y M): Test de Levene

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: (Levene test (median): 0,0009 ; p-Value
cypllicl: (Levene test (median): 1,33E-06
Conclusidn: Se rechaza la hipdtesis nula, no hay homogeneidad de varianza entre grupos para

foxI3ycyplicl.



53

Kruskal-Wallis test

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: 3,916E-15 < 0,05; p-Value cyplicl: 4,106E-15 <
0,05

Mann-Whitney test

Foxi3
foxl2 3IM foxl3 4M foxl3 5M foxl3 6M Tabla 1. Resultado test
foxi3 3IM 0005581 1.39€-05 1.812E-10 Mann-Whitney con
foxi3 4M 0,005581 1 543BE-07
foxi3 5M 1,39€-05 1 1,566E-09 correccién por Bonferroni
foxi3 6M 1,812E-10 5438E-07 1,566E-09 entre  grupos  [meses)
cypllici
para fox!3 y cyplicd.
eypllecl 3M eypllct 4M cyplicl 5M eyplicl 6M
cyplict 3M 1,103E-08 0,0003364 2,292€-09
cyplict 4M 1,102E-08 0,0001885 0,02126
cyplicl 5M 0,0003364 0,0001835 2,157E-07
cyp11c 6M 2,292E-09 0,03186 8,157E-07

Las celdas pintadas de rosado indican entre que grupos hay diferencia significativa (p-Value <

0,025).

Niveles de expresién de foxI3 y cyp11c1 durante diferentes estadios de
desarrollo posteriores a la diferenciacién morfolégica del sexo.

Prueba de Normalidad para el conjunto de expresién en ov Il, ov Il y ov IV para fox/3 (n=29) y

cyplicl (n=29): Test de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: 0,00029 ; p-Value cypl1cl: 7,53E-006
Conclusidn: Se rechaza la hipdtesis nula, los valores de expresion de fox/3 y cypl1lcl no tienen

distribucion Normal.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas entre los grupos (ov Il, ov Il y ov IV): Test de Levene

Alpha: 0,05 ; p-Value foxI3: Levene test (median): 0,016 ; p-Value
cypllicl: Levene test (median): 0,1859
Conclusidn: foxI3: se rechaza la hipdtesis nula, no hay homogeneidad de varianza entre grupos.

cypllicl: no se rechaza la hipdtesis nula, hay homogeneidad de varianza entre grupos.
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foxi3

Kruskal-wallis test

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: 0,041 < 0,05;

Mann-Whitney test

I 1 009146
m 1 01129
v 0.09146 01129

Tabla 2. Resultado test Mann-Whitney con correccidn por Bonferroni entre grupos (meses)

para fox/3. Mo hay diferencia significativa entre grupos (p-Value < 0,025).

cyplicl

Analisis de Varianza

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F £ [same)
Between groups: 5562213 2 28,1106 2115 01409
Within groups: 345564 26 13,2909
Totak 401,785 28

Tabla 3. Resultado test ANOWVA entre grupos [meses) para cypllcl. Mo hay diferencia
significativa entre grupos (p-Value = 0,05).

Prueba de Normalidad para el conjunto de expresion en testiculos 10 meses, 11 meses y 14

meses para fox/3 (n=10) y cyplicl (n=10): Test de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: 2,71E-007 ; p-Value cyp11c1:0,427
Conclusidn: foxI3: Se rechaza la hipétesis nula, los valores no tienen distribucion Normal.

cypllcl: no se rechaza la hipdtesis nula, los valores tienen distribucion Normal.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas entre los grupos 10 meses, 11 meses y 14 meses: Test

de Levene

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: (Levene test (median): 0,67 ; p-Value
cyplicl: (Levene test (median): 0,46

Conclusion: foxI3 y cyplicl: no se rechaza la hipdtesis nula, hay homogeneidad de varianza

entre grupos.
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foxl3

Anélisis de Varianza

Test for equal means

Sum of sqrs. df Mean square F P (same)
Between groups: 1191 2 0,595501 0,3893 06914
Within groups: 10,7085 7 152979
Total: 11,8995 9

Tabla 4. Resultado test ANOVA entre grupos (meses) para fox/3. No hay diferencia significativa

entre grupos (p-Value > 0,05).

cypllcl

Andlisis de Varianza

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F P (same)
Between groups: 0,00145183 2 0,000725017 05441 06031
Within groups:  0,00933917 7 0,00133417
Totak 0,010791 9

Tabla 5. Resultade test ANOVA entre grupos (meses) para cypllci. No hay diferencia

significativa entre grupos (p-Value > 0,05).

Comparativa expresion de foxI3 y cyp11cl1 entre ovocito previtelogénico y
testiculo inmaduro.

Prueba de Normalidad para el conjunto de expresion en ovocitos previtelogénicos y testiculos

inmaduros fox/3 (n=19) y cyplicl (h=19): Test de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov)

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: 0,00036 ; p-Value cypl1cl: 2,298E-005
Conclusion: foxI3 y cypllcl: Se rechaza la hipdtesis nula, los valores no tienen distribucion

Normal.

Prueba de Homogeneidad de Varianzas entre los grupos ovocitos previtelogénicos y testiculos

inmaduros: Test de Levene

Alpha: 0,05 ; p-Value fox/3: Levene test (median): 0,051 ; p-Value
cypllicl: Levene test (median): 0,053
Conclusion: foxI3 y cyplicl: no se rechaza la hipdtesis nula, hay homogeneidad de varianza

entre grupos.



56

foxi3

Analisis de Varianza

Test for equal means

Sum of sqrs df Mean square F @ [same)
Between groups: 16 5883 1 18,5883 3473 aoanrT
Within groups: 57 7364 17 3 30626 Permutation o (n=99999)
Tatal: 76,3247 18 002557

Tabla 6. Resultado test ANOVA entre grupos para fox!3. Hay diferencia significativa entre
grupos (p-Value > 0,05).

cypllcl

Andlisis de Varianza

Sum of sgrs af Mean squade F P lsame]
Between growps: 121,034 1 121034 T046 00665
Within growps: 282031 17 LEA by E] Permatation g (n=99994)
Total: 413,065 12 3E-05

Tabla 7. Resultado test ANOVA entre grupos (meses) para cyplicl. Hay diferencia significativa
entre grupos (p-Value > 0,05).

Validacion mediante andlisis discriminante de los grupos formados por

clustering a partir de expresion de foxl3 y cypl1cl para 3, 4, 5 y 6 meses de
edad.

1 F Totad Pl b M
ail 2
. i 1§ 1 16 - .
- 2 1 12 14 A 1764
e
Total 16 14 ET i

93.3 % dz los individuos [n= 30] correctaments clasificados. Los Individuos 8y 12 fueron incorrectamente clasificados.

1 2 Total Fillsi trace: 02933
am 5 2 27 i 2
- 12 27
2 Z 1 : A 1,603
Toial 7 3 0 [ lamek QD018

3567 % de los individuos (n= 30} correctamante clasificados. Los Individuos 2, 8, 25 ¥ 24 fueron incorrectamente clasificados.
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T6.57 % de los individuas (r= 30) correctamente clasificados. Los Individuos 0, 11, 18, 20, 21, 28, 30, fusron incorrectamente clasificados.

Comparacion niveles de expresion de foxI3 'y cyp11cl entre grupos formados
por clustering a partir de expresion para 3, 4, 5 y 6 meses de edad.

3N

cypllicl Glvs G2

Levene’s test for homogeneity of variance, from means
Levene’s test, from medians

Mann-Whitn £f: 15

z: -4.0116
Monte Carlo permutation:

foxl3 Glvs G2

Levene’s test for homogeneity of variance, from means
Levene’s test, from medians

I -4,0092
Weq. var. £: -3,9588

Monte Carlo permutation:

£ (same mean):
£ (same mean):
£ (same mean):

p (same med.):
p (same med.):

p (same): 0,0002461
p (same): 0.008483
6,0319E-05
0,0001
p (same): 0,2856
p (same): 0,2603
0,00041
0,00053781
0,0003
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An:
cypllcl Glvs G2
Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same):
Levene’s test, from medians P (same):
Mann-Whitn &/: 19
. -1455 P (same med.): 014568
Monte Carlo permutation: P (same med.): 01507
foxi2 Glvs G2
Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same):
Levene's test, from medians p (same):
t: 1,2618 p(same mean):  0,21743
Uneq. var. ¢: 3.7097 p(same mean):  0,000809%4
Monte Carlo permutation: P (same mean): 01319
5SM:
cyplicl Glvs G2
Levene’s test for homogeneity of variance, from means p(same): 001544
Levene’s test, from medians p (same): 0112
Mann-Whitn &/: 24
F & -3,4429 P (same med.): 0,00057547
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0,0001
fox!2 Glvs G2
Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same):
Levene’s test, from medians p (same):
Mann-Whitn £F: 54
x: -2,1518 £ (same med.): 0,031411
Monte Carlo parmutation: 2 (same med.): 00,0305

0,0005501
0,05981

007312
02631

001907
0,08694
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B6M:

cyplicl Glvs G2

Levene’s test for homogeneity of variance, from means 2 (same): 2965E-12

Levene’s test, from medians £ (same): 0,002886

Mann-Whitn £/: 11

z: -3,7563 £ (same med.): 0.00017 246

Monte Carlo permutation: o (same med.): 0,0001

foxl2 Glvs G2

Levene’s test for homogeneity of variance, from means p (same): 0,00845

Levene’s test, from medians p (same): 02279

Mann-Whitn &/: 55

z: -1,765 2 (same med.): 0.077565

Monte Carlo permutation: £ (same med.): 0.0703

Ensayos de regulacion hormonal
Ensayo de regulaciéon hormonal de foxl3 por 11-KT
Tratamiento 1
Duracion: 6hs; Dosis empleada: 10pg/g
Levene's test for homogeneity of variance, from means. o lsamel: 0714
Lewene's test, from medians i (samel: 07124
25 %ETCH LH 17427 A [same meean): 010693 Critical fvalue (p=005)k 11788

Uneq.var 1 17427 plssmemesn): 011134
Mante Cailo permatathon: B (same mean): 01151
Exact permutation: A hame mean) e

g iictp| o

Resultado test Student entre grupo tratado y control para fox/3. No hay

diferencia significativa entre grupos (p-Value = 0,05).
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Tratamiento 2
Duracién: 24 hs; Dosis empleada: Spg/g y 10pg/g

AW ERH m Lewene's test for homogeneity of variance, from means plsamel: 0457
Levene's test, from medians o sameh: 04237
105 1KTTy )_ED_’ Sum of sqrs of Mean square F o lsame)
Between groups: 0,000170845 2 8.54223E-05 2843 o.oanT
Within groups: 0000570947 1% 300498E-05 Permutation o [n=99999)
)_:D_| Total: 0000741792 2 008665
Sug MK
apor 006 GMD  OMS QoA A0 Resultado test AMOVA entre grupos experimentales para fox/3. No hay

diferencia significativa entre grupos (p-Value > 0,05).

Tratamiento 3

Duracion: 6 dias; Dosis empleada (total): 10pg/g

Levene's test for homogeneity of variance, from means o (same): 04747
Levene’s test, from medians o (same): 08362
[ 052528 plsame meanl. 081516 Critical twabue (p=0.05): 2086
Uneq. vax. : 052528 plsame meank: 060589
Monte Carlo permutation: plisame mean): 08279
Exaci permutation: plsame meank: 082732
s ﬂ :
Resultado test Student entre grupo tratado y control para fox!3. Mo hay
@ diferencia significativa entre grupos (p-vValue > 0,05).
g 1
W ek am b

Ensayo de regulacion hormonal de foxI2 por 11-KT

Tratamiento 1
Duracion: 6hs; Dosis empleada: 10pg/g

Levene's test for homogeneity of variance, from means P (same): 07944
Levene's test. from medians £ lsame): 09008
i 0052085 plsaeme meanl 095931 Critical fvaboe (p=005% 21782

Uy, var. £2 0032083 P {same meank 095933
,ﬂ:|—| Monte Carlopermetation: plsame mesal 0935
Bract prvmutation: P lame meank 05339

"""‘"D Resultado test Student entre grupo tratado v control para foxl2. No hay

diferencia significativa entre grupos (p-Value > 0,05).
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Duracion: 24 hs; Dosis empleada: 5pg/g y 10ug/g

g 1T

Sy 19Ty

b
o

Tratamiento 3
Duracion; 6 dias; Dosis empleada (total): 10pg/g

Levene’s test for homogeneity of variance, from means P (same): 001723
Levene's test, from medians p (same): 0356
Test for equal means

Sum of sqrs. of Mean square F 2 (same)
Between groups: 0175473 2 0.0877366 09585 04013
Within groupss  1.73918 19 0.0915356 Permutation o (n=99999)
Total: 191455 Pl 04829

Resultado test ANOWA entre grupos experimentales para fox/2. No hay

diferencia significativa entre grupos {p-Value > 0,05).

g 11KT/g

swene’s test for homogeneity of variance, from means psame): 0377
swene’s test, from medians 7 lsamel: 073N

032055 plssme meank: 075188 Critical rvabue (p=0.05): 2086
. wair. £ 032055 o lsame mean): 075157
sivte Carlo permutation: plsame meank: 07793
act permiatation: o lsame mean):  0TBIDE

Resultado test Student entre grupo tratado y control para foxi2. Mo hay
diferencia significativa entre grupos (p-Value = 0,05).
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Anexo Il Figuras suplementarias

Estructura de cajas qPCR plataforma ABI 7500.

Caja 1 Génadas Ind 3M Ovocitos estadio Il
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 390 390 392 392 394 394 397 397 398 398 399 399
B 402 402 403 403 404 404 405 405 406 406 407 407
C 409 409 410 410 411 411 413 413 414 414 416 416
D 428 428 429 429 430 430 431 431 432 432 434 434
E 436 436 437 437 438 438 439 439 440 440 441 441
F dil 1/10 dil 1/10 dil 1/20 dil 1/20 dil 1/40 dil 1/40 dil 1/80 dil 1/80 dil 1/160 dil 1/160 dil 1/320 dil 1/320
G 970 970 972 972 973 973 975 975 977 977 980 980
H 983 983 984 984 995 995 B B R R
Caja 2 Génadas Ind 4M Ovocitos estadio Il
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 554 554 557 557 558 558 559 559 560 560 561 561
B 563 563 564 564 565 565 566 566 567 567 568 568
C 569 569 571 571 572 572 573 573 574 574 575 575
D 576 576 577 577 579 579 580 580 581 581 582 582
E 583 583 584 584 585 585 586 586 588 588 590 590
F dil 1/10 dil 1/10 dil 1/20 dil 1/20 dil 1/40 dil 1/40 dil 1/80 dil 1/80 dil 1/160 dil 1/160 dil 1/320 dil 1/320
G 974 974 978 978 985 985 988 988 990 990 991 991
H 996 996 1001 1001 1003 1003 1004 1004 B B R R
s S ovoctos cstacio v
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
D
E
F dil 1/10 dil 1/10 dil 1/20 dil 1/20 dil 1/40 dil 1/40 dil 1/80 dil 1/80 dil 1/160 dil 1/160 dil 1/320 dil 1/320
G 989 989 993 993 994 994 998 998 1000 1000 1005 1005
H 1008 1008 1010 1010 1011 1011 1012 1012 B B R R
s ] Gensds oM Testao
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
c
D
E
F dil 1/10 dil 1/10 dil 1/20 dil 1/20 dil 1/40 dil 1/40 dil 1/80 dil 1/80 dil 1/160 dil 1/160 dil 1/320 dil 1/320
G 162 162 165 165 168 168 169 169 170 170 252 252
H 256 256 263 263 296 296 297 297 B B R R
- - - — - - - -

- Busqueda de la localizacién celular de la expresion de foxI3 'y
cyplic

Se desarrollé una pasantia de aprendizaje de hibridacién in situ en el Laboratorio de la Dra.
Estela Castillo (Facultad de Ciencias, UdelaR), que incluye todo lo mencionado en materiales y
métodos. No se pudo establecer claramente si la reaccion era especifica. Tampoco se pudieron

identificar los tipos celulares en los cuales se expresaron los genes.




