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Resumen

El esturidn siberiano descubierto por Brandt (1869), es una de las 17 especies
que en la actualidad representan el género Acipenser. Son peces basales que se
encuentran en la base de los Actinopterygii y en la mayoria de los casos se encuentran
en peligro critico de extincién. Si bien las poblaciones naturales presentan distribucion
holartica, el esturién siberiano ha sido utilizado en acuicultura de manera muy exitosa
en Uruguay, posicionando a este pais entre los mayores productores de caviar del
mundo. El esturién siberiano presenta desarrollo lento, en condiciones de cautiverio en
Uruguay, los machos llegan a la madurez sexual a los 3 afios y las hembras a los 5 afios
de edad. Por otro lado, discriminar entre hembras y machos no es facil y hoy es posible
a través de ecografia recién a los 2 afios. Debido a la importancia que representa el
sexado temprano de esta especie en acuicultura y el interés especifico por los ovocitos
postvitelogénicos producidos por las hembras se han realizado estudios enfocados a
comprender tanto los mecanismos de determinacién sexual como las vias moleculares
de diferenciacién que son desencadenadas una vez que el sexo queda determinado.
Estudios de ginogénesis han postulado que esta especie presentaria sistema de
determinacion ZZ/ZW, monofactorial y que el gen determinante estaria asociado al
genoma femenino. Mas recientemente se ha descubierto una secuencia especifica del
genoma de las hembras que apoya esta teoria. Por otro lado, los esteroides sexuales
se posicionan en el eje central de la diferenciacion sexual temprana en hembras de
esturién siberiano. En base a esto, en este trabajo se busco estudiar la expresion de
star a los 3 y a los 6 meses de edad, abarcando asi el periodo de diferenciacién
molecular del sexo de esta especie, que precede al periodo de diferenciacion
morfoldgica, la cual se identifica claramente a los 8 meses de edad. La proteina StAR
es la encargada de transportar el colesterol hacia el interior de la membrana mitocondrial
y asi permitir la produccién de los esteroides sexuales. La hipotesis planteada esta
basada en la importancia de los estrégenos en esta etapa del desarrollo de las hembras.

Dado que los estrogenos actian mas tempranamente que los andrégenos en la



regulacién de los peces en general, postulamos que star se expresara muy temprano
en las futuras hembras de esturion siberiano. EI ARN gonadal utilizado en este proyecto
fue extraido previamente por el Lic. André Lasalle. A partir de este material se realizaron
las PCR en tiempo real pertinentes, con el objetivo de evaluar la expresion de star en
cada mes. Previamente se realiz6é un estudio de bioinformatica que permitié seleccionar
el gen en cuestion y disefiar los cebadores especificos. A partir de los niveles de
expresion relativa obtenidos para star a través de este trabajo demostramos que esta
proteina se expresa durante el periodo de diferenciacion molecular en esturién
siberiano. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas en la actividad de
star entre los grupos formados que corresponderian a machos y hembras en
diferenciacion, lo que estaria indicando que star también es necesaria en machos
durante este estadio, sugiriendo la posible produccién de andrégenos durante la
diferenciacion molecular. Un estudio con marcadores del sexo a nivel del ADN genémico

permitira confirmar las tendencias observadas.
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1.- Introduccién

1.1.- Modelo de estudio

Los esturiones son un grupo de peces antiguos que tienen importancia
productiva. Esto se debe a que sus ovocitos postvitelogénicos, mejor conocidos como
caviar, son muy cotizados en todo el mundo. Dentro de este grupo, el esturién siberiano
(Acipenser baerii), se destaca por ser la especie de esturiones mas utilizada en
acuicultura. Su gran adaptabilidad a diferentes ambientes permite que sea cultivada en
mas de 50 paises, incluido Uruguay, el cual esta ubicado fuera del rango de distribucion
de este grupo de peces, que se distribuyen en el hemisferio norte (Bronzi et al., 2011,
2019) y se encuentra entre los principales exportadores de caviar en el mundo junto con
China, Italia, Francia, Israel, Bulgaria, Estados Unidos, entre otros (Bronzi et al., 2019;
Infonegocios, 2020).

El esturién siberiano descubierto por Brandt (1869), es una de las 17 especies
que en la actualidad representan el género Acipenser, el cual pertenece a los
Acipenseriformes, Unico orden representante de la subclase Chondrostei (Grande y
Bemis, 1996). Habitan la Tierra desde el Jurasico tardio, cuando se da la divergencia
entre los esturiones verdaderos (Acipenseridae) y los peces remo o paleta
(Polyodontidae). Se cree que la divergencia se da a partir de Peipiaostidae, ancestro en
comun que tienen ambas familias, ya extinto (Grande y Bemis, 1996) y que habit6 la
Tierra durante el periodo jurasico (Birstein y DeSalle, 1998).

Comunmente se les atribuye el término "fosiles vivientes”, esto se debe a que
practicamente no han sufrido cambios durante su desarrollo evolutivo. Segun el registro
fésil existente, conservan muchos de los rasgos que presentaban sus antepasados
(Gardiner, 1984). Esto posiblemente esta relacionado a la poliploidia y a la presencia de
microcromosomas (Birstein y Vasiliev, 1987), lo que podria amortiguar mutaciones
manteniendo caracteristicas ancestrales. Son peces basales que se encuentran en la

base de los Actinopterygii y si bien son considerados peces 0seos, presentan una serie



de caracteristicas que llevaron a postular en el S. XIX un mayor emparentamiento con
los elasmobranquios. Entre ellas podemos remarcar la presencia de espiraculos, la
composicion cartilaginosa del endoesqueleto, suspension mandibular de tipo hiostilica
(refiere a la manera en la que el arco mandibular se sostiene al crédneo) y el
palatocuadrato protusible (componente superior de la mandibula). Son individuos con
una notable reduccion del grado de osificacion si se lo compara con el resto de los peces
0seos. Sin embargo, evidencia fésil indica que los antepasados presentaban un
esqueleto osificado y que el grado de osificacion fue perdiendo relevancia a lo largo del
desarrollo evolutivo de esta familia a través de la reduccién paedomorfica del esqueleto,
es decir, retraso en el desarrollo manteniendo caracteristicas tipicas de etapas
tempranas del mismo. Por otro lado, ahora se sabe que el palatocuadrato protusible se
deriva independientemente de los condrosteanos (Bemis et al., 1997).

Los hallazgos fosiles realizados hasta la fecha sugieren que los
Acipenseriformes presentan distribucion holéartica (LeBreton et al., 2005), es decir, en
todo el hemisferio norte, permitida por su gran adaptabilidad a diferentes condiciones
ambientales (Choudhury y Dick, 1998). Sin embargo, no hay una unica postura sobre
su origen. Segun Birstein y De Salle (1998), aparecen por primera vez durante el
Periodo Jurésico en la region de Asia Central, en la cuenca del mar de Tethys debido a
la presencia de fosiles de Peipiaostidae en esa zona. Por otro lado, Bemis y Kynard
(1996), proponen que el lugar mas probable para el surgimiento de este grupo es Europa
Occidental durante el Periodo Tridsico. Esto es consistente con la presencia en dicha
region del género Birgeria y de la familia Chondrosteidae posibles grupos hermanos de
los Acipenseriformes (Granade y Bemis, 1996).

Dentro de la familia Acipenseridae se pueden distinguir especies o incluso,
poblaciones con determinadas historias de vida que involucran diferentes patrones de
migracion y que abarcan varios tipos de ambientes (Rochard et al., 1990). El objetivo de
las migraciones reside en la basqueda de alimento, evitar las condiciones adversas y
maximizar el éxito reproductivo (Auer, 1996). Algunas migran siempre dentro de
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ambientes dulceacuicolas (rios o lagos) como es el caso del esturion siberiano (Gisbert
y Ruban, 2003), a lo que se denomina migracion potadroma. Son mas comunes las
especies de esturiones anaddromas, es decir, que pasan la mayor parte de su vida en
aguas oceanicas y regresan al agua dulce a reproducirse (desovar). Estas especies
utilizan ambientes dulceacuicolas, estuarinos y marinos. Sin embargo, todas se
reproducen en agua dulce (Rochard et al., 1990).

La construccién de represas llevada a cabo principalmente durante el siglo XX
ha influido seriamente en los patrones migratorios (no solo en esturiones), impidiendo
que completen su ciclo de vida. En muchos casos, quedan inaccesibles los habitats
utilizados para el desove, lo que inevitablemente conduce a la extincion de las especies
(Rochard et al., 1990). La obstaculizacién de las rutas migratorias, la pesca excesiva, la
destruccién y contaminacién de habitats y la escasez de protocolos que promuevan la
conservacion son las principales causas de que esta especie se encuentre en peligro
de extincion segun lo indica la ultima actualizacion de la lista roja realizada por la UICN
(en inglés, Internacional Union for Conservation of Nature) en 2010 (Ruban y Bin Zhu,

2010).

A excepcion de las dos especies del género Huso (Huso dauricus y Huso huso),
las cuales son depredadores pelagicos y estan mas asociadas a la columna de agua
que al sustrato, el resto de las especies de esturion estan asociados al lecho de los rios,
el cual frecuentan para conseguir alimento ya que su dieta esta basada practicamente
en el zoobentos. Es por esto que presentan adaptaciones afines al habitat que ocupan.
Por ejemplo, aletas pectorales comprimidas dorsoventralmente como si fueran alas y
area ventral aplanada las cuales permiten una interaccion mucho mas estable con el
sustrato manteniendo profundidad y locomocion constante durante su alimentacion,
cinco hileras de escudos 6seos que posiblemente protegen de la depredacién
(principalmente a juveniles), boca protusible y en posicion inferior a excepcion de las

especies del género Huso que al ser piscivoros presentan boca en posicion subterminal



inferior. Esta modificacion permitié un aumento del rango dietético, pudiendo cazar tanto
pequefios peces como especies bentdnicas. Ademas, todas las especies presentan
cuatro barbillas en la superficie ventral del rostro las cuales estan tapizadas de 6rganos
quimiorreceptores (Birstein et al., 1997). Otras caracteristicas tipicas de este grupo son
su aspecto escualiforme, proyeccién rostral u hocico aplanado ventralmente el cual
puede ser mas 0 menos alargado dependiendo de la especie, ausencia de dientes y
cola heterocerca con el I6bulo hipocordal reducido en especies bentdnicas para facilitar

la movilidad contra el sustrato (Lebreton et al., 2005).

1.2.- Determinacion sexual

En especies gonocodricas, la determinacién del sexo es una etapa en el desarrollo
en donde queda definido el género del individuo y existen dos mecanismos principales
gque conducen a la misma, la determinacion genética (GSD) y la determinacion ambiental
(ESD) (Penman y Piferrer, 2008). Si bien son considerados mecanismos
independientes, algunas especies parecen combinarlos a la hora de determinar su sexo
(Lagomarsino y Conover, 1993). Dentro de la determinacion genética se han observado
sistemas monofactoriales y sistemas polifactoriales (Penman y Piferrer, 2008). En este
tipo de determinacion, el sexo queda determinado durante la fecundacién a través de
uno o varios factores genéticos que se heredan de forma diferencial entre sexos. La
determinacion genética y monofactorial ocurre cuando hay un Gnico gen que determina
el sexo, en general asociado a un cromosoma sexual y como resultado en la
descendencia se obtiene una proporcion de sexos 1:1. Mientras que en las formas
poligénicas los determinantes genéticos del sexo se localizan en diversos loci y la
sumatoria de ellos determina el sexo, por lo que la proporcion de sexo de la
descendencia difiere de 1:1 (Devlin y Nagahama, 2002; Penman y Piferrer, 2008). Hace
unos afios este tipo de determinacién del sexo era considerado un proceso
evolutivamente transitorio expuesto a presiones selectivas que con el tiempo daria lugar
a los sistemas de determinacién sexual conocidos (Rice, 1986). Sin embargo, ahora se
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sabe que evolucion6 de forma independiente en diversos taxa como peces, mamiferos,
insectos y plantas, lo que hace pensar que es una estrategia estable y no un paso
intermedio en la evolucion de otros mecanismos (Moore y Roberts, 2013)

En los individuos en los que la determinacion es ambiental, su sexo queda
definido después de la fecundacién. En estos casos la proporcién de sexos difiere de
1:1. El ambiente tiene la capacidad de regular la produccién de hormonas esteroideas y
la expresion de genes a través de la integracion de las sefiales ambientales por el
sistema nervioso central (Penman y Piferrer, 2008). En la mayoria de los casos en los
que la determinacion se da a través de esta via, la temperatura a la cual se vean
expuestos los embriones o larvas aparece como el factor determinante (Penman y
Piferrer, 2008). La primera evidencia de la importancia de la temperatura en la
determinacién del sexo en peces se encontré en el pejerrey del Atlantico (Menidia
menidia), donde se demostrd que altas temperaturas durante el desarrollo temprano
induce la diferenciacién a machos (Conover y Kynard, 1981). En pejerrey (Odontesthes
bonariensis), se vio que, durante el periodo de diferenciacion sexual a temperaturas
masculinizantes, los niveles de la hormona cortisol (relacionada con el estrés), 11-
cetotestosterona (11-KT) y testosterona (T) (andrégenos importantes en la via de
diferenciacion testicular) aumentan con respecto a aquellos individuos expuestos a
temperaturas feminizantes. Ademas, individuos tratados con cortisol mostraron un
aumento de 11-KT y T, la activacién del gen masculino amh que codifica para la
hormona anti-Mulleriana y supresion del gen femenino aromatasa que codifica para la
enzima que transforma T en estradiol-178 (E2-17B), siendo la E2-178 la hormona
feminizante universal de los peces (Guiguen et al., 2010). Esto sugiere que la hormona
cortisol esta involucrada en la diferenciacién del pejerrey al actuar como mediador entre
la temperatura y la diferenciacion sexual (Hattori et al., 2009). Se ha constatado la

influencia de la temperatura en mas de 60 especies (Penman y Piferrer, 2008).
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En especies con determinacion monofactorial el gen que determina el sexo del
individuo se localiza en lo que se denomina cromosoma sexual configurando asi un
sistema de determinacion en donde un sexo es heterogamético mientras que el otro es
homogameético ya que posee dos copias iguales del mismo cromosoma sexual. Cuando
el macho es heterogamético hablamos entonces de un sistema XX/XY mientras que
cuando la hembra es heterogamética estamos frente al sistema ZZ/ZW (Hule et al.,
2014). En peces no existe un sistema de determinacion sexual Unico como ocurre en
otros grupos de vertebrados como mamiferos placentados (XX/XY) (Wallis et al., 2008)
y aves (ZZ/ZW) (Smith et al., 2007). Incluso dentro el mismo género encontramos
especies con diferentes sistemas de determinacion sexual como ocurre en Oreochromis
(Cnaani et al.,, 2008) o en Oryzias (Takehana et al., 2008). A pesar de los
descubrimientos anteriormente mencionados, la mayoria de las especies de peces no
presentan cromosomas sexuales morfolégicamente diferenciados (Devlin y Nagahama,
2002) por lo que es muy dificil realizar nuevos hallazgos basados en estudios de
citogenética, es decir, estudiando el cariotipo.

Otro factor que influye en el estudio de la determinacion del sexo en especies
con determinacion monofactorial, reside en la ausencia de un gen determinante del sexo
universal altamente conservado como es el caso de SRY en la mayoria de los
mamiferos placentados (Wallis et al., 2008) o dmrtl en la mayoria de las aves (Pan et
al., 2018). A pesar de ello, la mayoria de genes determinantes descubiertos hasta el
momento en peces, pertenecen a una de las tres familias de proteinas implicadas en la
diferenciacion de sexo en vertebrados. Estas son: SOX (del inglés, Sry-related HMG
box), DMRT (del inglés, Doublesex and mab 3 related transcription factors) y TGF- (del
inglés, transforming growth factors). En base a estos hallazgos, se podria pensar que
hay una relacion de asociacién entre estas tres familias de proteinas y los genes
determinantes del sexo. Sin embargo, no parece existir ninguna relaciéon evidente entre
los genes determinantes hallados. Es més probable que sean eventos independientes
y repetidos a lo largo de la evolucion (Pan et al., 2018). En este sentido es necesario
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remarcar el gen determinante del sexo sdy hallado en trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) (Yano et al., 2012), el cual es un factor vinculado con el sistema inmune y no
esta relacionado a ninguna de estas tres familias proteicas. Los genes determinantes
del sexo que se conocen hasta el momento estan presentados en la Tabla 1.

La corta existencia de los cromosomas sexuales en teledsteos a la cual se asocia
la caracteristica de homomorficos, también parece explicar la alta tasa de recombinacion
existente, que esta ligada a la variabilidad en la determinacién del sexo y explica la
existencia de varios genes determinantes que a su vez estan poco conservados, incluso
entre especies de la misma familia (Pan et al., 2018). Estos resultados ponen de
manifiesto que el mecanismo de determinacion sexual en peces es un proceso especie

especifico, lo que dificulta ain mas la busqueda de un nuevo gen.

Tablal. Genes determinantes del sexo descubiertos hasta el momento.

Especie(s) en Sistema de Publicacién

la(s) que se determinacion

descubrié
Dmy Oryzias latipes; XY Matsuda et al., 2002; Matsuda et
Oryzias al., 2003
curvinotus
dmrtl Cynoglossus ZW Chen et al., 2014
semilaevis
sox3 Oryzias XY Takehana et al., 2014
dancena
Amhy Odontesthes XY Hattori et al., 2012; Li et al., 2015
hatcheri;
Oreochromis
niloticus
Amhby Esox Lucius XY Pan et al., 2019
amhr2y Takifugu XY Kamiya et al., 2012
rubripes
Gsdfy Oryzias XY Myosho et al., 2012
luzonensis
Sdy Oncorhynchus XY Yano et al., 2012
myKkiss
hsd1731 Seriola Z\W Koyama et al., 2019
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En esturiones no esta claro el mecanismo de determinacion sexual. Los estudios
de citogenética no han podido demostrar la presencia de cromosomas sexuales
posiblemente debido a las etapas tempranas de evolucidén en la que se encuentran los
cromosomas (Volff, 2005). Por otro lado, los estudios de ginogénesis realizados aportan
pruebas indirectas de que el sexo femenino seria heterogamético, o sea ZW (Van
Eenennaam et al., 1999; Omoto et al., 2005; Flynn et al., 2006; Fopp-Bayat 2010; Saber
y Hallajian, 2014). Ademés, Fopp-Bayat (2010) y Van Eenennaam et al., (1999)
observaron en A. baerii y esturion blanco (Acipenser transmontanus) respectivamente
que en el grupo de peces no ginogenéticos correspondientes al control, la proporcion
del sexo no varia de 1:1, lo que estaria indicando que el mecanismo de determinacion
seria genético y monofactorial. Sin embargo, no es posible concluir que el sistema de
determinacién del sexo correspondiese al sistema ZZ/ZW, ya que no se pudo descartar
que se tratase de un sistema Z/A (Van Eenennaam et al., 1999). Recientemente, se
descubrié un marcador sexual asociado al genoma de las hembras en sterlet (Acipenser
ruthenus), y segln los autores, esto estaria apoyando la teoria de que sterlet presenta
un mecanismo de determinacion genética, monofactorial y sistema de determinacion
ZZIZW (Kuhl et al., 2020). Sin embargo, estos autores no pudieron identificar el gen
determinante del sexo en sterlet, descubrimiento que seria clave para entender el
mecanismo de determinacion tanto en sterlet como en otras especies de esturiones del

género Acipenser.

1.3.- Diferenciacion sexual

Luego de que el sexo se determina ocurre una cascada de eventos moleculares
y bioguimicos que conducen a cambios citoldgicos y morfologicos. A esa etapa posterior
a la determinacion se le llama diferenciacion sexual y refiere al proceso ontogenético a
través del cual, el tejido gonadal que permanecia indiferenciado comienza a manifestar
cambios que posteriormente desembocara en la formacion testicular u ovarica (Piferrer,
2011). Antes de que el sexo sea determinado, la gbnada indiferenciada, denominada
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primordio gonadal es biopotencial, es decir, tiene la capacidad de producir dos tipos de
células diferentes a partir del mismo grupo celular. La génada es el Unico érgano que
posee esta caracteristica, por lo que es un modelo interesante a la hora de realizar
estudios de organogénesis, los cuales ya han empezado a dilucidar cascadas génicas
encargadas de conducir a las células hacia la diferenciacion testicular u ovérica
(Brennan y Capel, 2004).

Dependiendo del destino de la gbnada, se van a expresar determinados genes
asociados a la via masculina o a la femenina. Estos genes se van a expresar en un
intervalo de tiempo especifico, el cual se denomina periodo de diferenciacién molecular
del sexo y precede a la diferenciacién morfolégica (Vizziano et al., 2007). Este proceso
no es un evento aislado, sino que esta directamente ligado a factores exégenos como
la temperatura o eventos comportamentales y fisiolégicos como las hormonas
esteroideas que influyen y condicionan el destino del primordio gonadal (Nakamura et
al., 1998; Baroailler et al., 1999; Devlin y Nagahama, 2002).

Como ya fue mencionado, los actores principales de la determinacion del sexo
en peces varian entre las especies. Sin embargo, los factores involucrados en las
cascadas bioquimicas que estos desencadenan y que conducen a la diferenciacion
morfoldgica estan relativamente conservados en vertebrados. Por ejemplo, la proteina
“forkhead box protein L2” o foxI2, la enzima aromatasa (cypl9ala), la folistatina (fst)
son esenciales en la via de diferenciacion ovarica de distintos vertebrados, mientras el
factor de transcripcion SOX-9 (sox9), factor de empalme 1 (sfl), receptor nuclear de la
subfamilia 0, grupoB, miembro 1 (nrObl) , amh, y el factor de transcripcion “Doublesex
and mab-3 related transcription factor 1” (dmrtl) y factor derivado del soma gonadal
(gsdf) son factores conservados en la via de diferenciacion testicular (Brennan y Capel,
2004; Nagahama, 2005; Yao, 2005; Vizziano et al., 2007; ljiri et al., 2008; Piferrer y
Guiguen, 2008; Siegfried, 2010; Ribas et al., 2016; Hayman et al., 2021). Por lo que es

interesante estudiar la expresion de los genes que los codifican. Igualmente se observan
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diferencias en sus secuencias, en la ubicacién dentro de las cascadas génicas y en la
expresion sexo especifica de algunos de ellos.

Sin embargo, en peces, asi como en otros vertebrados inferiores, los esteroides
sexuales toman relevancia y se posicionan como actores principales en la
diferenciacion, desarrollo y manutencion del sexo. De hecho, Yamamoto (1969) los
defini6 como inductores naturales del sexo en peces. Posteriormente, mas de 50 afios
de estudios han confirmado el papel central y universal de los estrogenos en la
regulacién de la diferenciacion de la gbnada femenina de peces (Guiguen et al., 2010),
y ha relativizado el papel universal de los andr6genos que no siempre se encuentran
sintetizados en el periodo previo a la diferenciacion sexual (Nakamura et al.,1998).
1.3.1.- Papel del eje hipotdlamo-pituitaria-gébnada en el control de la
diferenciacion sexual.

Hasta el momento hemos introducido los factores gonadales que controlan la
diferenciacién sexual en peces. Sin embargo, existen algunos indicios que defienden la
idea de que podria haber un papel importante del eje hipotdlamo-pituitaria-génada en la
regulacion de la diferenciacion del sexo en peces.

En este sentido, recordaremos el papel del eje hipotalamo-pituitaria-génada en
la regulacién de la reproduccién del adulto para luego introducir los datos de interés
referentes a la diferenciacion sexual. Este eje se encarga de integrar las sefales que
conducen a la maduracién gonadal (Trudeau, 1997). Las hormonas gonadotropicas
(GTHSs): hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH) son producidas
en la glandula pituitaria y transportadas via sanguinea hasta las goénadas en donde hay
receptores especificos a éstas (Devlin y Nagahama, 2002). Ademas de regular la
maduracién gonadal en peces adultos, se ha demostrado la expresion de GTHs y sus
receptores gonadales antes de la diferenciacion morfolégica de la génada, es decir, en
el momento en el que se desencadenan las cascadas moleculares que conducen la
diferenciacién sexual. Lo que ha permitido sugerir, que la hipdfisis a través de sus
hormonas gonadotropas es importante durante la diferenciacion (Baroiller, 1999; Devlin
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y Nagahama, 2002; Yan, 2012). La FSH, por ejemplo, es producida antes de la
maduracioén y promueve la sintesis esteroidea y el crecimiento gonadal (Devlin y
Nagahama, 2002; Yan, 2012). Por otro lado, la sobreexpresién de receptores de FSH
en hembras genéticas durante la diferenciacién ovarica parece estar involucrada en la
diferenciacion en Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus). Ademas, se ha demostrado
que la transcripcidon del gen cypl9ala, el cual codifica para la enzima encargada de la
produccion de estrogenos a partir de andrégenos, es estimulada por las gonadotropinas
en peces teledsteos. También se postula que incluso bajas concentraciones de
receptores de FSH en machos son suficientes para iniciar y mantener la expresion de
dmrtl en O. niloticus (Yan, 2012). En trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), receptores
de LH estén altamente expresados durante el desarrollo ovarico temprano, coincidiendo
con la alta expresion de aromatasa lo que sugiere la participacion en la diferenciacion
ovarica (Baron et al., 2005). La comunicacion entre el cerebro y las gdnadas en
desarrollo es esencial para asegurar niveles de GTHs y el desarrollo gonadal apropiado.
Se sabe gque las gonadotropinas estimulan la sintesis de esteroides en gonadas de
teledsteos y a su vez los esteroides sexuales completan la via generando un ciclo de
retroalimentacion positivo con el cerebro que regula la producciéon de GTHs (Devlin y
Nagahama, 2002). Sin embargo, son necesarios mas estudios dirigidos a estudiar el rol

hipofisario durante la diferenciacion sexual en peces.

1.3.2.- Produccion de esteroides y su papel en el desarrollo gonadal

El precursor de las hormonas esteroideas es el colesterol, el cual es transportado
por la proteina StAR hacia el interior de la mitocondria. Un conjunto de enzimas
esteroidogénicas importantes van a actuar sobre el colesterol para desencadenar la
produccion de andrégenos y estrogenos. En los peces, los androgenos son producidos
por las células de Leydig ubicadas en los intersticios entre los tlbulos testiculares que
contienen el epitelio germinativo constituido por cistos de células espermatogénicas,
mientras que en el ovario tanto los andrégenos como los estrégenos son producidos por
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las células foliculares que rodean los ovocitos en desarrollo (Nagahama et al., 1982).
En estas células foliculares, precisamente en las células de la granulosa se expresa el
gen que codifica para la enzima aromatasa (cypl9ala), la cual va a llevar a cabo la
produccion de estrégenos a partir de androgenos que son producidos por las células de
la teca (Kagawa et al., 1982). Las principales hormonas esteroideas involucradas en la
diferenciacion son: E2-17p, fundamental para el desarrollo ovarico y andrégenos 11-
oxigenados fundamentales en el desarrollo testicular de la mayoria de las especies de
teledsteos (Piferrer, 2011). Se ha documentado la presencia de células productoras de
esteroides (SPCs) durante la diferenciacion ovérica de varias especies como en tilapia
(Sharoterodon niloticus) (Nakamura y Nagahama, 1985), salmén amago (Oncorhynchus
rhodurus) (Nakamura y Nagahama, 1993) y tilapia del Nilo (Nakamura et al., 2003). En
esturion siberiano y en sterlet (A. ruthenus), SPCs también fueron detectadas durante
la diferenciacion tanto en hembras como en machos y la intensificacién de la actividad
de estas células fue acompafiada del aumento en la expresion de E2-178 y T en
hembras y machos respectivamente (Mosyagina y Zelennikov, 2016). Sin embargo, en
algunos casos no esta tan clara la aparicion de las SPCs durante la diferenciacion. Por
ejemplo, no fue posible detectar presencia de SPCs antes de la diferenciacion en
medaka (Kanamori et al., 1985).

Para evaluar si, efectivamente, tanto los andrégenos como los estrégenos estan
presentes durante la diferenciacion, Nakamura (1998) estudid la expresion de cuatro
enzimas importantes en la cascada esteroidogénica: la enzima de escision de la cadena
lateral del colesterol (P450scc), la cual actta al inicio de la cascada cortando la cadena
lateral del colesterol para producir pregnenolona; la 33-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD), encargada de producir progesterona y 17-hidroprogesterona a partir de
pregnenolona y 17-hidroxipregnenolona respectivamente; la 17,20 liasa (C17), cuya
funcion es la produccién de dehidro-epiandrosterona y androstenediona a partir de 17-
hidroxipregnenolona y 17-hidroxiprogesterona respectivamente; por ultimo la citocromo
P450 aromatasa (aromatasa) cuya importancia fue descrita anteriormente. Se demostro
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gque estas enzimas se expresan en gonadas indiferenciadas en hembras genéticas y la
actividad de éstas aumenta a medida que evoluciona el desarrollo ovérico. Debido al rol
de la enzima aromatasa de producir estrégenos, estos estudios sugieren la presencia
de E2-17f al inicio y durante la diferenciacion. Por otro lado, en machos solo se detecto
la expresion de estas enzimas después de la diferenciacion testicular con la excepcion
de la enzima aromatasa, la cual nunca fue detectada. Estos eventos sugieren que en
tilapia del Nilo los andrégenos no juegan un papel importante en la diferenciacién
testicular. Por otro lado, si se documento la participacion de andrégenos 11-oxigenados
en pejerrey (Odontesthes bonariensis) (Blasco et al., 2010; 2013).

Con el objetivo de lograr entender mejor el rol de las hormonas esteroideas
sexuales en la diferenciacion gonadal y tomando como referencia los resultados
obtenidos por Yamamoto (1969) en O. latipes, donde logré invertir el sexo genético tanto
de hembras como de machos utilizando esteroides sexuales, se han llevado a cabo
varios estudios relacionados a la capacidad de invertir el sexo fenotipico al intervenir en
la produccién de estrégenos y androgenos. Por ejemplo, la inhibicién de la aromatasa
durante el periodo clave de diferenciacién sexual resulta en la inversion del sexo, es
decir que ejemplares genotipicamente hembras desarrollan un fenotipo masculino
(Piferrer et al., 1994; Baroailler et al., 1999; Guiguen et al., 1999; Guiguen et al., 2010).
La consistencia de estos resultados confirma el rol clave de los estr6genos en el
desarrollo ovarico. Ademas, la administracion de estrégenos en machos, principalmente
E2-173 dio como resultado la inversion del sexo a hembras fenotipicas en varias
especies de peces (Baroiller et al., 1999; Guiguen, 2000; Piferrer, 2001). En esturiones
también se ha logrado invertir el sexo hacia hembras luego de aplicar tratamientos con
estrogenos (Falahatkar et al., 2014). Los fitoestrégenos, en altas concentraciones,
también son capaces de provocar la inversion del sexo en esturiones (Fajkowska et al.,
2020). Por otro lado, la masculinizacion de hembras mediante andr6genos también ha
sido ampliamente documentada en otros peces (Hunter y Donaldson, 1983; Devlin y
Naghama, 2002). La administracion de MT, un andrégeno sintético, ha sido efectiva en
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mas de 25 especies y junto con 11-KT son los mas efectivos masculinizantes (Devlin y
Naghama, 2002). También se vio que en hembras de goldfish (Carassius auratus)
adultas la 11-KT puede conducir al desarrollo testicular, lo que estaria indicando que
aun en organismos adultos las células germinales siguen manteniendo su
bipotencialedad (Kobayashi et al., 1997). Los resultados obtenidos relacionados al rol
de los esteroides sexuales durante la diferenciacién sexual permiten concluir que son
muy importantes en el desarrollo gonadal en peces. En resumen, el E2-17(3 es un
regulador universal de la diferenciacion femenina de peces, pero los andrégenos
enddgenos solo cumplirian un papel importante en algunas especies.

Los tiempos empleados por cada especie en el proceso de diferenciacién son
muy variables. Por ejemplo, los primeros signos moleculares de diferenciacion en trucha
arcoiris fueron observados inmediatamente después de la eclosion y a las 5 semanas
se detectaron los primeros signos morfologicos de diferenciacion (Vizziano et al., 2007).
En tilapia del Nilo la expresion de aromatasa y foxI2 en hembras y dmrtl en machos es
critica para el inicio de la diferenciacion y se da 6 dias después de la eclosion (Yan et
al., 2012). Por otro lado, hay especies en las que el desarrollo lleva mucho mas tiempo,
como es el caso de los esturiones. En condiciones de cautiverio en Uruguay, se ha
identificado que en el esturién siberiano el periodo de diferenciacién molecular del sexo
ocurre entre el tercer y el sexto meses de vida (Vizziano-Cantonnet et al., 2016, 2018),
el cual precede el periodo de diferenciacién morfolégica de la gbnada y que, segun los
diferentes autores y criterios morfologicos utilizados, puede comenzar al sexto
(Rzepkowska y Ostaszewska, 2014) o al octavo mes de vida (Vizziano-Cantonnet et al.,
2018). Mientras que la madurez sexual en cautiverio es alcanzada entre los 3 y 4 afios
en machos y 7 y 8 afos las hembras segun datos obtenidos de animales criados en
Francia (Billard y Lecointre, 2000) En Uruguay los machos llegan a la madurez sexual a
los 3 afios y las hembras a los 5 afios de edad (Vizziano-Cantonnet et al., 2018).

Como ya se dijo, hace ya varios afios, Uruguay se posiciona como uno de los
principales productores de caviar en el mundo. El caviar son los ovocitos en post
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vitelogénesis producidos por las hembras una vez que cumplen su gametogénesis
completa, es decir a los 7 afios aproximadamente en Francia y a los 5 a 6 afios en
Uruguay. Realizar el sexado temprano de los individuos es importante, no solo desde el
punto de vista productivo, sino también para comprender los mecanismos que controlan
el sexo para poder regularlos artificialmente. El Laboratorio de Fisiologia de la
Reproducciéon y Ecologia de Peces (FREP) se ha dedicado en los Ultimos afios a
comprender los mecanismos moleculares involucrados en la diferenciacion del sexo del
esturién siberiano, asi como en la busqueda de un marcador sexo especifico, que
sienten bases para el control del sexo y el sexado de estos peces. El Laboratorio avanz6
en la comprension de los genes gue controlan la génada indiferenciada de 5 y 6 meses,
y recién ahora se esta dedicando a los estadios mas tempranos del desarrollo alrededor
de los 3 meses de edad. Es por ello que esta tesis se centrd en investigar los potenciales
genes femeninos activados tempranamente y compararlos con el momento de plena
diferenciacién molecular.

Respecto de los marcadores a nivel de ADNg, hasta hace muy poco no se
conocia ningun marcador molecular que permitiera discernir entre sexos
(Yarmohammadi et al., 2011). Nuestro Laboratorio dedic6 un proyecto entero al
secuenciado del ADN gendmico por RAD sequencing y a la construccién de una base
de SNPs de machos y hembras de esturion siberiano. Se compararon la base de SNPs
de hembras y machos, se seleccionaron kmeros potencialmente femeninos pero el HRM
no confirmé que ninguno de ellos sirviera como marcador. Ese mismo afio (2020) se
publicé una comparacion del genoma masculino y femenino de sterlet (A. ruthenus)
encontrandose un marcador de las hembras a nivel del ADNg pero aln no se encontro
el gen determinante del sexo (Kuhl et al., 2020). Dicho marcador ya fue validado
recientemente por nuestro Laboratorio para el esturion siberiano. En este momento nos
encontramos realizando el sexado temprano de los esturiones lo cual nos permitird dar

un salto cualitativo en el estudio de la diferenciacion sexual de estos peces.
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1.4.- Proteinareguladora aguda de la esteroidogénesis (StAR)

Ha sido ampliamente demostrado el rol de los estrégenos en la diferenciacion de
la via femenina en peces. considerados como los inductores naturales de la
diferenciacién ovarica (Nagahama, 2005). En un primer andlisis de expresion diferencial
entre potenciales hembras de 2,5 meses y potenciales machos o no diferenciados de 3
meses, surgieron varios genes activados en las potenciales hembras, entre los cuales
se encontré la proteina StAR que nos llamé la atencién porque es la que regula el paso
clave de conversion de colesterol en esteroides.

En base a ello, en este trabajo nos vamos a centrar en el andlisis de StAR, la
cual es importante al inicio de la cascada esteroidogénica. Los primeros estudios sobre
la funcionalidad de esta enzima fueron realizados en mamiferos. Clark, et al. (1994)
lograron, por primera vez, caracterizar StAR en raton; al identificar una proteina
localizada en las mitocondrias, que se sintetizaba como consecuencia de la accion de
la LH. Ademas, demostraron que su expresion era suficiente para inducir la produccion
de esteroides sin estimulacibn hormonal. A partir de este descubrimiento se ha
caracterizado StAR en varias especies, lo que ha permitido determinar que su estructura
y funcién estan altamente conservadas entre diferentes grupos de vertebrados (Bauer
et al., 2000; Kusakabe et al., 2002), incluso en peses Gseos primitivos como es el caso
del esturién; la secuencia aminoacidica de StAR compartida entre el esturion blanco
(Acipenser transmontanus) y otros vertebrados es mayor a 60%. Ademas, si se analiza
Unicamente la porcion C-terminal se observa que es una regién altamente conservada
(Kusakabe et al., 2002), presentando una homologia de secuencia aminoacidica del
70% entre esturion blanco y otros vertebrados (Kusakabe et al., 2009).

La produccion de esteroides es un proceso que se lleva a cabo dentro de la
mitocondria por lo que, el colesterol debe entrar a esta donde sera transformado a
pregnenolona por la P450scc (Farkash et al.,1986). Sin embargo, la capa acuosa
presente entre las membranas mitocondriales imposibilita la difusion del colesterol hacia
el interior de la mitocondria, debido a la composicion lipidica de esta molécula (Stocco,
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2000); esto, inevitablemente, lleva a que sea necesaria la presencia de una proteina
transportadora que se encarga de este proceso. El pasaje de colesterol desde la
membrana externa hacia el interior de la mitocondria y la velocidad a la cual es llevado
a cabo este proceso es el paso limitante en la produccién de esteroides, ademas de una
etapa clave en la regulacion por hormonas tréficas (Stocco, 2000).

StAR contiene una regién sumamente relevante, la region C-terminal, aqui se
encuentra el dominio de transferencia de lipidos relacionado a star (START), el cual es
esencial en el transporte del colesterol ya que contiene aminoacidos encargados de
formar una estructura de tanel hidrofébica (Tsujishita y Hurley, 2000); si se prescinde de
esta regién la produccién de esteroides se ve interrumpida. Por otro lado, hacia la
porcién N-terminal se encuentra la secuencia encargada de transportar a la proteina
hacia el interior de la mitocondria. Sin embargo, si esta region se elimina la proteina no
puede entrar a la mitocondria, pero no se afecta la actividad potenciadora de la
esteroidogénesis de StAR. Esto sugiere que StAR actla desde la cara externa de la
membrana externa mitocondrial y no desde el espacio intermembrana (Arakane, 1996).

La expresion gonadal de star en trucha ha sido identificada en células de Leydig
en los testiculos y en la capa tecal del foliculo ovarico (Kusakabe et al., 2002). La
esteroidogénesis gonadal es regulada por las gonadotropinas circulantes que se unen
a sus respectivos receptores en las células esteroidogénicas. En ovario de pez cebra
(Danio rerio) se vio que LH puede regular la expresion de star ya que esta se ve
comprometida en aquellos individuos deficientes de LH (Shang et al., 2019). Kusakabe
et al. (2002) demostraron que los cambios en la produccion de esteroides estan
asociados a cambios en los niveles de ARNm de star. La transcripcion de star aumenta
en los foliculos ovaricos durante la maduracion final y la ovulacién en trucha y disminuye
en los foliculos post ovulatorios. En el pez sable (Anoplopoma fimbria) la transcripcion
de star temprana en la diferenciacion permanece baja, seguida de un aumento en su
expresion, justo antes de la aparicion de los primeros signos de diferenciacion
morfoldgica, la cual es significativamente mayor en machos que en hembras. Incluso
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consideran a star dentro de un grupo de potenciales genes marcadores masculinos
debido a su expresion sexo dimorfica. Ademas, parece haber una expresibn mas
temprana de genes asociados a la sefalizacion de esteroides en machos que en
hembras (Hayman et al., 2021); contrario a lo que habitualmente se postula, es decir,
que la actividad esteroidea comienza mas tempranamente en hembras (Piferrer, 2001;
Vizziano et al., 2007; ljiri et al.,2008; Vizziano-Catonnet et al., 2016).

Berbejillo et al. (2012), realizaron un estudio de la expresion de esta proteina,
junto con otros genes, en el periodo de peri diferenciacién gonadal en el esturion
siberiano constatando que su expresion era mayor en machos que en hembras y
abriendo la puerta a futuras investigaciones en periodos previos a la diferenciacion
morfoldgica del sexo. Estudios realizados durante el periodo de diferenciacion molecular
en esturién siberiano indican, que los estr6genos juegan un rol importante en la
diferenciacion hacia la via femenina. Por otro lado, sugieren que la mayor sensibilidad
a los androgenos se da durante la espermatogénesis temprana y no en etapas previas
a la diferenciacion morfolégica del sexo (Vizziano-Cantonnet et al., 2016). Estos
resultados permiten suponer que, debido a la funcion de potenciador de la
esteroidogénesis, la expresion de star puede estar mas relacionada a la via femenina

durante el periodo de diferenciacién molecular en el esturion siberiano.

1.5.- Enfoque del trabajo:

Este proyecto esta enfocado en evaluar la actividad de la proteina StAR durante
el periodo de diferenciacion molecular del sexo en esturion siberiano y busca identificar
si StAR sigue un patron de expresion femenina o, por otro lado, no logra ser relevante.
En trabajos previos del laboratorio FREP se logr6 identificar una serie de genes
marcadores de la ruta de diferenciacion femenina del esturion siberiano entre los 3 y los
6 meses de edad usando el transcriptoma gonadal y su validacion por gPCR (Vizziano-
Cantonnet et al., 2018; Lasalle, 2019). Sin embargo, el andlisis se centré en los
individuos de 5 y 6 meses, que fueron en los cuales se pudo inferir el sexo por la
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expresion de algunos marcadores femeninos tipicos de peces. No se estudiaron en esa
ocasion genes implicados muy tempranamente (2,5 y 3 meses) en la via de
diferenciacion gonadal femenina.

Para identificar otros genes potenciales femeninos en los 2,5y 3 meses de edad
se comenzé realizando un estudio de bioinformética que implicé hacer un estudio de
expresion diferencial del transcriptoma gonadal de individuos potencialmente femeninos
(2,5 meses) versus individuos potencialmente masculinos o indiferenciados (3 meses).
Entre los genes sobre-expresados en los individuos potencialmente femeninos se
encontré el gen codificante para la proteina StAR, que como dijimos, esta involucrada
en la produccion de esteroides.

Esta tesis se desarroll6 cuando aun no habia un marcador del sexo a nivel del
ADNg, validado para el esturion siberiano y es por ello que, para que los resultados
obtenidos en este proyecto fueran consistentes y se lograse identificar si efectivamente
StAR aporta al programa de diferenciacion femenino o no, fue necesario relacionar este
trabajo con los estudios realizados por Lasalle (2019), en su tesis de Maestria. En dicha
tesis se evaluaron los niveles de expresion de cypl9ala, foxI2, hsd17b1l, ix3, irx5y lhx2
desde los 3 a los 6 meses de edad demostrandose que cypl9ala, foxl2, hsd17bl
generaban un patron sexo dimérfico temprano (3 meses de edad) mientras que todos
los genes incidieron en la formacion de un patron sexo dimérfico a los 6 meses de edad.
Se vincularon los niveles de expresién obtenidos para star con los de los genes
femeninos identificados por Lasalle (2019).

Se evalud si la inclusion de star entre los genes potencialmente femeninos
produce la reorganizacion espacial de los individuos, generando nuevos grupos, lo que
estaria directamente ligado a star. La alternativa es que star esta contribuyendo a
fortalecer los grupos formados o simplemente no esta influyendo significativamente

sobre los mismos.
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2.- Hipotesis

Dado que la funcion de StAR esta altamente conservada en los vertebrados y
que los estrégenos actian mas tempranamente que los andrégenos en la regulacién de
los peces en general, postulamos que star se expresard muy temprano en las futuras
hembras de esturién siberiano. Pensamos que la expresion de star se va a correlacionar
con la expresion de genes femeninos como foxI2, cypl9alay hsd1781 durante etapas

tempranas del desarrollo.

3.- Objetivo general:

Entender como se comporta star durante el periodo de diferenciacion molecular
del sexo en esturidn siberiano, relacionandolo con la expresion de genes femeninos

(foxl2, cyp19ata, hsd17831).

3.1- Objetivos especificos:

1.- Realizar un analisis bioinformatico que logre discriminar cuales son los genes que se
sobre expresan en hembras de 2,5 meses de edad y que serd utilizado en la eleccion

del gen de estudio.

2.-Disefiar cebadores especificos capaces de amplificar star que permitan identificar su

presencia en gbénadas de esturion siberiano.

3.-Estudiar la expresion de star en gonadas de esturiones juveniles de 3 y 6 meses,
meses que cubren una ventana de tiempo clave en el proceso de diferenciacion sexual

del esturion siberiano.
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4.-Relacionar la expresion de star con el potencial desarrollo femenino identificado
utilizando los marcadores fox|2, cyp19aia, hsd17G1. Estos ultimos fueron obtenidos

durante el trabajo de Maestria del Lic. André Lasalle.

4.- Materiales y métodos

4.1.- Animales experimentales y extraccion de tejido gonadal

El modelo de estudio utilizado fue el esturidn siberiano. Los ejemplares fueron
proporcionados por la empresa Estuario del Plata, la cual esta ubicada en la localidad
de San Gregorio de Polanco, Tacuarembé. Se utilizaron ejemplares de 3 y 6 meses de
edad, con la finalidad de abarcar el periodo previo a la diferenciacién morfolégica del
sexo en el cual estd contenido el periodo de diferenciacion molecular.

Los ejemplares utilizados en este proyecto fueron muestreados por un estudiante
de posgrado del Laboratorio (Lic. André Lasalle), quien utilizé6 30 individuos por mes
para su tesis en desarrollo. En esta tesina se utilizard el ADN copia (ADNc) obtenido por
ese colega. Sin embargo, con el fin de realizar una formacién que incluyera los pasos
hasta obtener ADNc, se aprendié a mantener peces en cautividad, realizar muestreo de
animales, extraccion de ARN, limpieza con DNasas para eliminar remanentes de ADN
gendémico (ADNg) vy retrotranscripcion para la obtencion de ADNc. Este trabajo fue
realizado utilizando peces que permanecian en el acuario del laboratorio.

Para llevar a cabo el muestreo los animales fueron trasladados en baja densidad
desde el acuario hasta los laboratorios practicos con el fin de disminuir el estrés de los
ejemplares y evitar cualquier tipo de alteracion fisiol6gica. Una vez en el lugar de
muestreo previamente esterilizado con alcohol, se realiz6 la decervicacion de los
ejemplares siguiendo el protocolo de la CHEA (Comision Honoraria Para la
Experimentacion Animal). Luego se realiz6 la extraccién de las gdnadas, utilizando
pinzas y bisturies debidamente esterilizados con alcohol y posteriormente flameados
antes de cada diseccién, ademas se utiliz6 una lupa binocular para facilitar el proceso.

Cada individuo fue debidamente pesado y medido. Las gbnadas fueron introducidas en
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criotubos independientes con sus respectivas rotulaciones e inmediatamente
conservadas en nitrogeno liquido a -195 °C. Una vez finalizada esta etapa las muestras
fueron trasladadas a un congelador a -80 °C. Este proceso tuvo como obijetivo evitar la
degradacion de la muestra, evitando asi, la pérdida de material genético. El material que

se obtuvo fue conservado para otras actividades de laboratorio.

4.2.- Extraccién de ARN y obtencion de ADN copia (ADNc)

Esto fue un aprendizaje técnico general previo al inicio del trabajo especifico de
tesina usando algunos peces del acuario. La extraccién de ARN se realiz6 a través de
dos métodos: Monarch Total RNA Miniprep Kit (BioLabs) y Trizol Reagent (Life
Technologies), siguiendo sus respectivos protocolos. La misma fue llevada a cabo en
tandas de a 10 muestras con la finalidad de evitar la degradacion del ARN que puede
tener lugar si se aumenta el tiempo de las muestras a temperatura ambiente. Luego de
cada extraccion se utilizo un espectrofotometro Nanodrop 2000 Thermo Scientific con el
cual se estimé la concentraciéon de ARN de cada muestra y la calidad de las mismas a
través de las relaciones de absorbancia 260/280 nm y 260/230 nm. Si el indice de pureza
260/280 se encuentra entre 1,8 y 2,0 indica que la calidad de la muestra es alta y no hay
contaminaciéon con proteinas. Si el indice de pureza 260/230 se encuentra entre 1,8 y
2,2 es aceptada como pura e indica que no hay contaminacién con compuestos
organicos. Posteriormente las muestras fueron conservadas a -80 °C.

Hay que tener en cuenta que la extraccion de ARN puede estar contaminada,
sobre todo si se utiliza la técnica basada en la aplicacion de Trizol. Entre los
contaminantes que pueden estar presentes, se encuentran restos de ADNgendmico
(ADNg). Si no se elimina el ADNg remanente,interferira en la cuantificacion real de la
expresion génica. En ese sentido, siguiendo el protocolo Thermo Scientific DNase |,
RNase-free se llevd a cabo la eliminacion de la posible contaminacién por ADNg
presente en las muestras. Luego se estimo la concentracion de ARNm nuevamente para
corroborar que el procedimiento previamente indicado no haya influido sobre la
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concentracion total de ARNmM. Posteriormente se validé la eliminacion de la
contaminacion con ADNg a través de PCR en tiempo final en gel de agarosa 1%
utilizando la muestra de ARN como sustrato. La extraccion de ARNm es necesaria, a
pesar de que la reaccion de PCR utilice una muestra de ADN, porgue el objetivo de este
estudio es evaluar la expresion de un gen especifico y para ello es necesario cuantificar
la transcripcion de dicho gen, lo que va a aportar una idea de la relevancia de la proteina

en el tejido y en la etapa del desarrollo en la que se realice el estudio.

4.3.- Retrotranscricpion

A través de esta técnica se consigue realizar la conversion del ARNm extraido
de las génadas en ADNc el cual puede ser utilizado para medir expresion génica
mediante una reaccion de qPCR. Se utilizé el protocolo perteneciente a la empresa
Invitrogen basado en la enzima M-MLV RT. La cantidad de ADNCc resultante en cada
muestra debe ser la misma ya que es la base que se va a utilizar para cuantificar la
expresion. Por eso el volumen inicial de ARNm que se introduce en la reacciéon va a
variar, segln su concentracion, para asegurarse de que tenemos la misma cantidad de
nanogramos totales de ARN en cada reaccion. Para llevar a cabo la produccion de ADNc
se utilizaron cebadores aleatorios. Este tipo de cebadores permiten retrotranscribir todos
los genes que lograron expresarse. De esta manera se genera material no solo para
estudiar un gen especifico sino también para estudiar otros genes gque se expresan en
una etapa del desarrollo especifica. En el presente trabajo se utilizaran los cDNA
obtenidos durante la tesis de posgrado del Lic. André Lasalle, que fue obtenido en

condiciones similares a las descritas.

4.4.- Bioinformatica

4.4.1.- Eleccion del gen de estudio basado en estudios de bioinformatica
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Para seleccionar el gen a estudiar se realiz6 un estudio previo, que luego
permitio leer la bibliografia correspondiente al gen seleccionado y emitir una hipétesis.

Para esto se llevo a cabo un estudio a priori de busqueda de potenciales genes
femeninos en etapas tempranas del desarrollo a través de estudios de expresion
diferencial en la plataforma R. Se realiz6 una busqueda dentro del transcriptoma
mediante el paquete EdgeR, aqui se compararon el pool de individuos de 2,5 meses
con un perfil de expresion potencialmente femenino y dos individuos con un perfil de
expresion potencialmente masculino de 3 meses. Cabe aclarar que no contabamos con
marcadores del sexo a nivel del ADNg al momento de realizar este proyecto. Esta
busqueda se realiz6 mediante el Script que se puede visualizar en el Anexo 1. Para
realizar el filtrado se fij6 que la busqueda de genes expresados diferencialmente y sobre
regulados en hembras potenciales tuviera como parametros un fdr (false discovery rate)
<0,05 y FC (del inglés fold change) >0. ElI FC permite comparar la expresion génica
entre dos conjuntos de muestras, es decir, describe como cambia la expresion de un
gen con respecto a la expresion del mismo gen en otra muestra. Es asi que el
transcriptoma gonadal de individuos de 2,5 meses de edad que tenian activacion de la
cypl9ala, foxl2 y la hsd17bl fue comparado con el transcriptoma de individuos de 3
meses que presentaron bajos niveles de estos tres marcadores femeninos como ya se
hizo mencién (Anexo 2). Sobre estos genes sobre expresados se realizé un estudio de
Gene Ontology Analysis (GO) el cual evidencio la actividad, entre otras, de la via de
biosintesis de esteroides. Los GO obtenidos se presentan en la (Anexo 3).

Dentro de los genes que se relacionan con este GO encontramos al gen
SSturg2_contig_68507, que aparece sobre expresado y para el cual se busco su
identidad. El paso siguiente fue identificar la secuencia correspondiente al contigo en la
base de datos del transcriptoma gonadal desarrollada anteriormente por el laboratorio.
Para esto se filtr6 la base mediante la herramienta de blasteo “Biomart” y se obtuvo la
secuencia nucleotidica correspondiente al contigo buscado. Posteriormente se utilizo la
funcién blastn del sitio NCBI (National Center for Biotechnology Information
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(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)) para conocer con qué gen se asocia dicha

secuencia. Se obtuvo que la misma se corresponde al gen star (Figura 1).

Sequences producing significant alignments Download * [IX Select columns ~ Show e
select all 700 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  [EAMSA Viewer
g - Max  Total = Query E Per. | Acc.
Descript Sciantific N 0
escrpnon CoMiENM®  ciore Score Cover value  Ident | Len Accession
v | w | w - v | v

PREDICTED: Acipenser ruthenus steroidogenic acute regulatory protein,_mitochondrial-like (LOC117966138)... Acipenser ruthe . 4105 4105 98% 00 9856% 2377 XM_034911592.1

Acipenser sinensis steroidogenic acute regulatory protein (STAR) mRNA, partial cds Acipenser sinensis 3575 3575 88% 0.0 96.97% 2579 MF631002.1
PREDICTED: Polyoden spathula stercidogenic acute regulatory_protein (star), mRNA Polyodon spathula 2392 2392 75% 00 89.09% 1854 XM_041233750.1
Acipenser transmontanus steroidogenic acute regulatory protein mRNA, complete cds Acipenser trans... 1995 1995 47% 0.0 98.44% 1182 FJ205610.1

PREDICTED: Acipenser ruthenus steroidogenic acute regulatory_protein, mitochondrial (LOC117397793), fra... Acipenserruthe... 1989 1989 47% 0.0 98.86% 1466 XM_033996654.2

PREDICTED: Acipenser ruthenus steroidogenic acute regulatory_protein, mitochondrial (LOC117397793), ira... Acipenserruthe... 1723 1723 40% 0.0 98.78% 1022 XM_033996655.2

PREDICTED: Lepisosteus oculatus steroidogenic acute regulatory protein (star). mRNA Lepisosteus ocul... 700 700 34% 0.0 78.86% 1606 XM_006625323.2
Anguilla japonica StAR mRNA for steroidogenic acute regulatory protein,_complete cds Anguilla japonica 684 694 33% 00 79.06% 1451 AB095110.1
PREDICTED: Anguilla anguilla steroidogenic acute requlatory_protein (star) mRNA Anguilla anguilla €690 690 33% 0.0 78.93% 1135 XM_035380310.1

Figura 1: Lista de principales secuencias nucleotidicas obtenidas al realizar el blasteo de la
secuencia correspondiente al contigo SSturg2_contig_68507 utilizando la herramienta blastn del
sitio web NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi).

Una vez identificado el gen, se obtuvo a través de la plataforma Expasy y su
herramienta “Expasy Translate” (https://web.expasy.org/translate/) la traduccion de este
gen verificAndose que codificaba para una proteina. Dicho marco de lectura fue
analizado través de la herramienta blastp del sitio NCBI para verificar que el mismo
correspondiese a la proteina StAR (Figura 2). Por otro lado, se utilizd la secuencia

génica de A. baerii para identificar en el transcriptoma gonadal cualquier secuencia

similar a star que pudiera producir problemas a la hora de realizar los siguientes pasos

en el estudio.

Sequences producing significant alignments Download ~ [E3 Select columns ~  Show e
select all 100 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results  Multiple alignment [EEMSA Viewer

st 100 00 € P Ao

- v - - v v

ic acute regulatory protein,_mitochondrial isoform X1 [Acipenser ruthenus] Acipenser ruthe... 587 537 100% 0.0 100.00% 280 XP_0338525452
steroidogenic acute regulatory protein [Acipenser transmontanus] Acipensertrans . 585 585 100% 0.0 99.64% 280 ACI235677.1
nic acute regulatory protein, mitochondrial-like [Acipenser ruthenus] Acipenser ruthe... 585 585 100% 0.0 99.64% 280 XP_034767483.1
nic acute regulatory protein, mitochondrial [Polyodon spathula] Polyodon spathula 570 570 100% 0.0 97.14% 280 XP_041089684.1
steroidogenic acute regulatory protein [Anquilla japonica] Anguilla japonica 496 496 97% 1e-175 87.91% 285 BAC66210.1
steroidogenic acute regulatory protein,_mitochondrial [Anguilla anqguilla] Anguilla anquilla 496 496 97% 1e-175 B87.91% 285 XP_0352362011
hypothetical protein ANANG_G00189450 [Anguilla anguilla] Anguilla anguilla 496 496 97% 1e-175 87.91% 285 KAG5840498.1
nic acute regulatory protein [Anguilla australis] Anguilla australis 495 495 97% 2e-175 87.91% 285 AGC299411
nic acute regulatory protein,_mitochondrial [Megalops cyprinoides] Megalops cyprin. 493 493 98% Te- 174 B87.27% 334 XP_0363824771

Figura 2: Lista de principales secuencias proteicas obtenidas al realizar el blasteo de la
secuencia correspondiente al contigo SSturg2_contig_68507 utilizando la herramienta blastp del
sitio web NCBI (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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4.4.2.- Disefio de cebadores

Para llevar a cabo el proyecto comencé realizando un entrenamiento en
bioinformatica en donde aprendi a disefiar cebadores. Poniendo en practica dicho
entrenamiento, se realiz6 una serie de procedimientos necesarios para el correcto
disefio de cebadores. Primeramente y con la finalidad de que los cebadores se
comportasen de manera especifica, se realizd la alineacion, en el programa informatico
Multalin (Florence Corpet, http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/), de las secuencias
que presentan mayor similitud con star. Esta herramienta permite visualizar las regiones
de menor similitud entre star y el resto de las secuencias. Luego de identificar dichas
secuencias se procedid al disefio de los cebadores. Para ello, se utilizé la aplicacion
web Oligoanalyzer 3.1 correspondiente a la empresa IDT
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), a través de la cual, se evalud si eran optimas
las condiciones de las mismas. Una vez verificado que las condiciones de los cebadores
fueran las adecuadas se procedié a comprobar la fidelidad entre los mismos y star a
través de la herramienta BLAST del NCBI. Posteriormente, se realiz6 la compra de los
mismos a través de IDT y se validaron en el laboratorio verificando que el producto
obtenido fuese el esperado a través de un gel de agarosa 2%. En la Tabla 2 se aprecian
las secuencias especificas de los cebadores y en la figura 3 se muestra el gel de agarosa
gue verifica la amplificacion del producto deseado. Cabe destacar, que el laboratorio
validé un juego de cebadores para el gen star usando una zona conservada (Berbejillo
et al., 2012) cuando aun no se tenia el transcriptoma gonadal (Vizziano-Cantonnet et
al., 2018). En este caso, como se conoce la secuencia del gen para esta especie, los
cebadores apuntaron a zonas no conservadas de star con el fin de levantar un solo
contigo evitando asi levantar otros contigos no deseados presentes en el transcriptoma

y que puedan influir en los resultados esperados.
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Tabla 2: Cebadores utilizados para la amplificacion de star

Gen Forward Reverse Tamafo del producto (pb)

star GATTGAAGAGAAGCCCTACAGT TCTAGCTTGAACACCTTGCC 185 pb

200pb

150pb

Figura 3. Gel de agarosa al 2% con los resultados de PCR obtenidos mediante un gradiente de
temperaturas utilizando los cebadores elegidos para la amplificacién de star. De izquierda a
derecha: marcador de peso molecular (GeneRuler 50pb DNA Ladder), gradiente de temperatura
en °C (58, 59, 60, 61, 62 y 63), para machos y hembras, control negativo y control de reactivos.
Se observa un solo producto de 180pb para todas las temperaturas en machos.
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4.5.- PCR en tiempo real

Para cuantificar la expresion de star en dos estadios englobados dentro del periodo de
diferenciacion molecular del sexo en esturion siberiano se realizé la técnica de PCR en
tiempo real (QPCR) sobre el ADNc obtenido previamente en el laboratorio. La qPCR es
una técnica rapida ya que no es necesario realizar una electroforesis para revelar los
resultados como en la PCR en tiempo final, los datos son brindados al investigador a
medida que va transcurriendo la amplificacién. Por otro lado, es muy sensible en la
cuantificacién de acidos nucleicos, permitiendo la obtencién de resultados precisos.
Pero la principal caracteristica de la gPCR es que tiene la capacidad de hacer dos cosas
al mismo tiempo: amplificar un producto determinado y cuantificar dicha amplificacion a
medida que va transcurriendo la reaccion. Esto es posible porque en la reaccién se
incluye un fluoréforo el cual va a ser medido por un fluorémetro. Las muestras con mayor
expresion emitiran mayor fluorescencia, lo que va a permitir relacionar los datos de
fluorescencia con los niveles de expresién en cada muestra. Esta técnica utiliza un
termociclador que va a generar los ciclos y las temperaturas adecuadas para que
transcurra la reaccion. También es necesario un detector de sefiales fluorescentes vy,
por ultimo, las herramientas necesarias para procesar la informacién generada. Para
detectar si un gen determinado se esta expresando o no, se utiliza lo que se denomina
valor de Ct (cycle threshold). El Ct es el nUmero de ciclos necesario para alcanzar un
umbral al cual se comienza a detectar la sefial de fluorescencia. El valor de Ct es
inversamente proporcional a la concentracion inicial de ADN que hay en la muestra.
Mientras mas cantidad de ADN inicial menor el nimero de Ct necesarios para alcanzar
el umbral. Por lo que, dependiendo del nivel de expresion de star, es decir, de la cantidad
inicia de ADNc especifico de star presente en la muestra, se observan diferentes valores
de Ct. Si la concentracién inicial de star es alta, la amplificacion de dicho gen se
relacionara con valores bajos de Ct. Mientras que si la concentracion inicial de star es

muy baja le va a llevar mas tiempo alcanzar niveles de amplificacion detectables y el
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valor de Ct va a ser mayor, es decir, se necesitaran mas ciclos para que la amplificacion
del gen de estudio logre alcanzar el valor de umbral asignado. Por otra parte, esta
técnica también permite conocer la temperatura de fusion mediante lo que se denomina
curvas de fusion (curva de melting). Esto es importante ya que cada secuencia tiene su
propia temperatura de fusibn y esto permite identificar si se esta amplificando

correctamente la secuencia correspondiente al gen seleccionado (Figura 4).

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

Temperature (°C)

Figura 4. Curva de fusién correspondiente a la amplificacion de star utilizando los cebadores ya
descritos. Se puede observar un solo pico indicando la amplificacién de un solo producto.

Para llevar a cabo la PCR en tiempo real, las muestras fueron agrupadas por
mes, por lo que en cada caja de qPCR utilizada se asigharon pocillos para 30 muestras
y sus respectivas replicas, si estas son similares entre si aseguran que la reaccién se
dio correctamente. Adem4s, se introdujo un blanco y un control de reactivos que
verifican ausencia o presencia de contaminacion durante la manipulacion del ADNc o
en cualquiera de los reactivos utilizados en la preparacion de la caja. Por ultimo, la curva
de dilucién, la cual permite evaluar la eficiencia de los cebadores utilizados (Figura 5)

en cada una de las corridas y asi poder comparar corridas distintas.
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390 390 392 392 394 394 397 397 398 398 399 399

402 402 403 403 404 404 405 405 406 406 407 407
409 409 410 410 411 411 413 413 414 414 416 416
428 428 429 429 430 430 431 431 432 432 434 434
436 436 437 437 438 438 439 439 440 440 441 441

dil1/10 | dil1/10 | dil1/20 | dil1/20 | dil1/40 | dil1/40 | dil1/80 | dil1/80 | dil1/160 | dil1/160 | dil1/320 | dil1/320

Bla Bla reac Reac
Figura 5. Representacion de la disposicion de las muestras en una caja para realizacion de
gPCR. En la imagen se observan las muestras de A. baerii a los 3 meses de edad, la curva de
dilucion, el control negativo y el control reactivo.

Las especificaciones del Mix de reaccién utilizado para la técnica de qPCR se
muestran en la Tabla 3 y el ciclado utilizado se muestra en la Tabla 4.
Ademas del gen de estudio, también se cuantifico la expresion del gen constitutivo 18S
para cada muestra utilizando cebadores especificos previamente validados por el
laboratorio (Vizziano-Cantonnet et al., 2016). El propésito de esto reside en la
necesidad de estandarizar los datos obtenidos para la expresion de star, por lo que es
necesario comparar con un gen de referencia como 18S vy luego realizar los estudios
correspondientes con los datos de expresion relativa obtenidos para star. Se utiliz6 este
gen en particular debido su condicion de gen constitutivo, es decir, que se expresa en

todo momento y de manera constante.

Tabla 3. Mix de reaccién preparado para llevar a cabo la gqPCR
Reactivo Volumen para una
muestra de 12pl
SYBR Green (applied biosystems) 6ul

Cebador Foreward 0,48yl
Cebador Reverse 0,48l
H20 3,04ul
ADNc 2ul
Volumen total 12pl

Tabla 4. Ciclado utilizado para llevar a cabo la reaccion de gPCR.

Activacion Polimerasa (hold) PCR (40 ciclos) Curva de Melting
Desnaturali- Union cebador
zacion y Extension
50,0 °C 95,0 °C 95,0 °C 60,0 °C 95,0°C 60,0°C 95,0°C
2 min 2 min 15 seg 1 min 15 seg 1min 15seg
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4.6.- Procesamiento de datos

Una vez finalizada la PCR en tiempo real y habiendo obtenido la totalidad de los
datos brutos de star es necesario realizar la estandarizacion de los mismos. Para la
realizar la estandarizacion de los datos en primer lugar hay que calcular la eficiencia
especifica de la reaccién en una corrida en particular. La eficiencia se calcula graficando
los valores de Ct vs logaritmo (en base 10) de las diluciones seriadas y obteniendo la
pendiente de esta gréfica. Luego se calcula la eficiencia de la reaccion a partir de la
ecuacion siguiente: E = 10~1/pendiente | 5 eficiencia de la reaccion se calcula para cada
gPCR que se realiza porgue es necesario conocer el rendimiento de los cebadores y asi
obtener una cuantificacion confiable para poder comparar resultados de diferentes
corridas. Por otro lado, se utilizo la expresién obtenida para el gen constitutivo 18S para
obtener la expresion relativa a partir de la cual se realizan los analisis estadisticos. La
cuantificacion relativa mide los cambios en la expresion de un gen (en este caso star)
relativizandolos contra la expresién de un gen constitutivo.

La estandarizacién se realiz6 mediante la division entre el SQ (del inglés
Standard Quantitation) del gen problema y el SQ del gen constitutivo, mientras que el
SQ se obtiene a través de la siguiente ecuacion:

SQ = [((Ct)/pendiente)] 1.

Como los datos de expresion relativa de star tuvieron érdenes de magnitud muy
pequefios fueron multiplicados por 108 para poder realizar estudios estadisticos
adecuados.

Posteriormente, se procedi6 a realizar los analisis estadisticos junto a la
expresion de cypl9ala, foxl2, hsd17b1l, ix3, irx5 y Ihx2 para poder visualizar y comparar
la expresion de star con respecto a la de otros genes que también se expresan durante
los estadios estudiados. La expresion de estos genes fue analizada por el Lic. André

Lasalle en su tesis de Maestria durante 3 y 6 meses de edad en esturion siberiano.
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4.7.- Andlisis estadisticos

Se comenzO analizando cada mes por separado. Se busc6 observar si star
presenta expresion diferencial entre diferentes individuos generando asi, un grupo de
individuos con mayor expresion y otro con menor expresion de star. Para esto se emple6
el analisis nm-MDS (del inglés, non-metric multidimensional scaling), el cual permite
realizar una representacion espacial de las distancias existentes entre un conjunto de
elementos y que va a depender de la similitud que existe entre ellos. En este caso, el
nm-MDS agrupa a aquellos individuos con mayor similitud en los niveles de expresion
de los genes previamente mencionados. Por otro lado, es necesario evaluar si es
legitima o no la aplicacién del escalamiento multidimensional no métrico a nuestros
datos. Para ello se emplea el diagrama de Shepard. Este detecta anomalias en el ajuste
entre similitudes y distancias. A partir de este gréafico se desprende el valor de stress, el
cual va a indicar el grado de ajuste de los datos. Si el valor de stress es menor a 0,2 se
considera que el andlisis es valido y aplicable. Posteriormente se realizé un andlisis de
Cluster gue permite agrupar los individuos segun su similitud. La obtencién de dichos
clusters va a depender del criterio considerado. Tanto en el nm-MDS como en el andlisis
de Cluster se aplicé el indice de Horn, que estima el porcentaje de similaridad y permite
asi, medir la probabilidad de que los individuos estudiados pertenezcan a un mismo
taxén. Una vez establecidos los grupos, se estudié la homogeneidad de varianza para
cada grupo a través del test de Levene. Cuando los datos presentan homogeneidad de
varianza entre los grupos formados (tanto en 3 como en 6 meses), se procede a utilizar
test paramétricos para analizar si existen diferencias significativas entre los posibles
grupos formados, de no ser asi (datos no homogéneos) deberian realizarse test no
paramétricos. El test paramétrico a utilizar depende de cuantos grupos se forman. Si
son dos grupos se aplica un test de Student, mientras que si son tres grupos o mas se
aplica un test ANOVA. Por otro lado, se utilizé un andlisis discriminante, este método
permite reconocer patrones de expresion y generar asi grupos de individuos que
presenten mayor similitud entre si. En este caso, se aplico en funcion de los patrones
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de expresion génica para cada individuo, teniendo en cuenta la expresion de los genes
ya mencionados entre los individuos muestreados a los 3 y a los 6 meses de edad. Del
analisis se deprende una matriz de confusion que determina si todos los individuos
asignados a un grupo presentan las caracteristicas intrinsecas de ese grupo o se
asocian mas al otro grupo asignado. Ademas, se obtiene una clasificacion de cudles son
los genes que mas contribuyen a la separacion de grupos. Sobre estos datos se aplico
el analisis MANOVA del cual se desprenden los test Wilks Lambda o Pillai trace. En
base al resultado de estos, se evalla si existen diferencias significativas entre grupos.
Es necesario aclarar en este punto, la necesidad de logaritmizar los datos para reducir
la variabilidad de los mismos. Por Ultimo, para evaluar si la expresion de star presentaba
diferencias significativas entre 3 y 6 meses, se evalué la homogeneidad de varianza
para cada mes. Debido a que los datos no presentaban homogeneidad de varianza se
procede a utilizar test no paramétricos. En este caso como el estudio se realiza sobre

dos grupos se aplic6 Mann-Withney-U.

5.- Resultados

5.1.-Transcriptémica: estudio de expresion diferencial

La comparacion de individuos identificados como potencialmente femeninos
(pool de 2,5 meses) con aquellos identificados como indiferenciados o futuros machos
(3 meses), evidencio la sobre expresion de 1451 contigos en aquellos organismos
considerados como futuras hembras bajo las condiciones dadas de fdr<0,05, FC>0.
Estos contigos se muestran en la Anexo 2. El estudio de Gene Ontology Analysis (GO)
en los genes sobre-expresados femeninos (Anexo 3) evidencid, entre otras, la actividad
de la via de biosintesis de esteroides. De alli se seleccion6 el gen star
(SSturg2_contig_68507) como gen candidato para realizar un estudio de expresion

génica en dos momentos del periodo de diferenciacion sexual del esturion siberiano.
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5.2.- Patrén global de expresion génica

A través del andlisis discriminante, llevado a cabo utilizando los genes:
cypl9ala, foxI2, hsd17bl, ix3, irx5 y Ihx2 y star, se observa que hay diferencias globales
en los niveles de expresion entre individuos de 3 y 6 meses. Esto se puede apreciar
graficamente a través de la Figura 6a, en donde no se observa ningun solapamiento
entre cada mes. Ademas, se aprecia en la matriz de confusién de la Figura 6b, que todos
los individuos pertenecientes al grupo de 3 meses de edad siguen un patron de
expresion génica acorde a ese estadio del desarrollo, mientras que dentro del grupo de
individuos de 6 meses de edad se observa que el individuo 761 no acompafia el patrén
de expresion del resto de los individuos de esa edad, asemejandose mas a los niveles

de expresion en 3 meses.

4B Discriminant analysis - O X
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Figura 6. Representacion grafica del analisis discriminante. En rojo el
grupo de 6 meses, en azul el grupo de 3 meses (A). Matriz de confusidn generada por el andlisis.
98,3% de las muestras estan correctamente clasificados (B).

Por otro lado, los resultados obtenidos a través del analisis MANOVA muestran
gue hay diferencias significativas entre los patrones de expresion descriptos para 3y 6

meses. Esto se demuestra a través del test de Wilks Lambda y de Pillai trace. Para
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ambos test se obtuvo un p-valor < 0,05 (Tabla 5). Los genes que mas contribuyeron a
discriminar los grupos fueron irx5 (0,86028) hacia 3 meses y irx3 (-0,74357) junto con
star (-0,2008) y foxI2 (-0,13018), también contribuyen a diferenciar entre grupos, pero
hacia 6 meses, al presentar valores negativos. Mientras que, en menor medida,

contribuyen aromatasa (-0,058468), hsd1761 (0,055982) y lhx2 (-0,065564).

Tabla 5. Andlisis de MANOVA realizado sobre los grupos previamente utilizados en el analisis
discriminante. Se desprenden los test de Wilks Lambda y de Pillai trace a través de los cuales se
obtuvo p-valor < 0,05. Hay diferencias significativas entre los grupos analizados.

Wilks’ lambda 0,07327 Pillai trace 0,9267
dfl: 7 dfl: 7

df2: 52 df2: 52

F: 93,96 F: 93,96
P(same): 3,122E-27 P(same): 3,122E-27

5.3.- Relacién de la expresion de star entre 3y 6 meses

Analizar la expresion de star de manera aislada permitié observar que el gen que
codifica la proteina StAR se expresa tanto a los 3 meses como a los 6. Sin embargo, la
expresion de star varia entre estadios. Se observan diferencias de expresion
significativas (p-valor < 0,05) entre la etapa inicial del periodo de diferenciaciéon
molecular (3 meses) y la etapa final (6 meses). star presenta mayor expresion relativa

en los individuos de 6 meses de edad (Figura 7).

star

150009
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expresion relativa

L — —

3 meses 6 meses

Figura 7. Expresion relativa de star en individuos de A. baerii de 3 y 6 meses de edad.
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5.4.- Identificaciones de grupos de peces en individuos indiferenciados

5.4.1.- Expresion génica en génadas de individuos de 3 meses

A través de la técnica de qPCR se pudo determinar que todos los individuos
expresan star durante este estadio del desarrollo gonadal (Figura 8). Basados en estos
resultados, se realizé un andlisis nm-MDS incluyendo los datos de expresion obtenidos
por Lasalle, 2019 (Tesis de Maestria, no publicado) para los genes cypl9ala, foxI2,
hsd17b1, irx3, irx5 y Ihx2 (Figura 9a). A través de este estudio, fue posible determinar la
distribucién espacial, que se establece en base al patron de expresion génica de cada
individuo, la cual es valida ya que el valor de stress fue menor a 0,2 (Figura 9b).
Posteriormente mediante el andlisis de Clusters se definié la organizacion de los
individuos en dos grupos (Figura 10), un grupo formado por 11 individuos y otro por 18
individuos (Tabla 6). Los grupos formados coinciden con los establecidos por Lasalle,
2019. Ademas, no se obtuvieron diferencias significativas en la expresion de star para
los grupos asignados segun el patrén de expresion del conjunto de genes (Figura 11),

ya que el resultado del Student’s t-test fue mayor p-valor > 0,05.
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Figura 8. expresion relativa del gen star en 30 individuos
de A. baerii alos tres 3 de edad.

Figura 9. nm-MDS aplicado en individuos de 3 meses de edad de A. baerii utilizando el
indice de Horn (A). Shepard plot con valor de stress valido = 0,1137 (B)
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Figura 10. Analisis de Cluster realizado sobre las muestras de A. baerii a los 3 meses de
edad utilizando el indice de similaridad de Horn. Se forman dos grupos de peces.
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Figura 11. Boxplot realizado sobre los grupos formados a partir de los individuos de
A. baerii a los 3 meses de edad. No hay diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 6. Individuos agrupados segun el patrén de expresidn génico a los 3 meses de edad.

Grupol Grupo?2

392 397
394 398
399 404
402 405
403 406
407 413
409 432
410 434
411 436
414 438
416 441
428
429
430
431
390
437
439
440

5.4.2 Expresién génica en gonadas de individuos de 6 meses

Al igual que a los 3 meses, star se expresa en todos los individuos. Sin embargo,
la expresion relativa a los 6 meses fue mayor (Figura 12). El analisis nm-MDS logra
generar una correcta segregacion de individuos espacialmente (Figura 13a),
presentando buena bondad de ajuste (stress < 0,2) (Figura 13b.), la que posibilita dar
como valido el resultado del analisis. Posteriormente, a través del analisis de Clusters
se determind la formacién de dos grupos (Figura 14). El grupo mas numeroso contiene
21 individuos mientras que el otro grupo 9 individuos (Tabla 7). Este resultado difiere del
resultado obtenido por Lasalle, 2019 para 6 meses. Sin embargo, tampoco se obtuvieron
diferencias significativas en la expresion relativa de star para los grupos asignados

(Figura 15) ya que el Student’s t-test fue p-valor > 0,05.
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Figura 12. Expresion relativa del gen star en 29 individuos de
A. baerii a los 6 meses de edad.
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Figura 13. nm-MDS aplicado en individuos de 6 meses de edad de A. baerii utilizando el
indice de Horn (A). Shepard plot resultante con valor de stress valido = 0,08209 (B)
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Figura 14. Analisis de Cluster realizado sobre las muestras de A. baerii a los 6 meses de
edad utilizando el indice de similaridad de Horn. Se forman dos grupos de peces.
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Figura 15. Boxplot realizado sobre los grupos formados a partir de los individuos de A.
baerii a los 3 meses de edad. No hay diferencias significativas entre grupos.
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Tabla 7. Individuos agrupados segun el patron de expresién génico a los 6 meses de edad.

Grupo 1 Grupo 2
744 742
749 770
755 745
774 746
737 750
747 761
743 753
739 764
757 763
752

756

740

773

748

762

771

772

751

754

736

769

6.- Discusion

La participacién de los esteroides sexuales durante el periodo de diferenciaciéon
del sexo ha sido ampliamente documentada en peces. Son esenciales para llevar a cabo
el correcto desarrollo tanto en hembras como en machos (Piferrer et al., 1993, 1994;
Baroiller et al., 1999; Guiguen et al., 1999, 2010; Nagahama, 2005). En esturién
siberiano, ha sido comprobada la participacion de la aromatasa, en periodos previos a
la diferenciacion del sexo. Se da un pico de expresion de foxI2 y aromatasa, marcadores
femeninos universales, al comienzo del periodo de diferenciacion molecular del sexo
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016).

La produccion de hormonas esteroideas va a depender de la accion de una serie
de enzimas que participan en la ruta esteroidogénica. La primera proteina en actuar es
StAR, la cual es esencial para que la esteroidogénesis gonadal se produzca

correctamente. Su funcion es transportar el colesterol hacia el interior de la mitocondria,
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proporcionando asi el sustrato necesario a partir del cual se van a producir hormonas
esteroideas (Stocco y Sodeman, 1991; Clark et al., 1994; Lin et al., 1995).

Debido a que se ha documentado en varias especies que la diferenciacién
ovarica precede a la diferenciacion testicular (Nakamura et al., 1998; Devlin y
Nagahama, 2002; Strissmann y Nakamura, 2002) y a la importancia clara de la enzima
aromatasa durante el periodo de diferenciacidon molecular del sexo en esturién siberiano
(Vizziano-Cantonnet et al., 2016), postulamos en este trabajo que star, en este periodo,
estaria activada particularmente en las futuras hembras. Ademas, los datos obtenidos
en la comparacion del transcriptoma gonadal del pool de individuos de 2,5 meses con
patrones de expresion génica femeninos versus dos individuos con un perfil de
expresion masculino de 3 meses que tenian reprimidos los genes femeninos nos
orientaron a pensar que star podia actuar como gen femenino en forma muy temprana.
Sin embargo, los resultados de los andlisis estadisticos analizados en conjunto con otros
marcadores femeninos no permiten concluir esto. Segun los grupos generados teniendo
en cuenta la expresion del conjunto de genes, la expresibn de star no fue
significativamente diferente para ninguno de los estadios, indicando que star no juega
un rol central en la segregacién de los individuos.

Alos 3 meses la actividad de star no parece estar influyendo ni en la distribucion
espacial de los individuos observada a través del analisis nm-MDS ni en la formacion de
los grupos por parte del analisis de Clusters. Esto Ultimo, se ve reflejado al comparar la
expresion de star entre los grupos formados, observandose que los niveles de star son
practicamente idénticos. Sin embargo, a los 6 meses la presencia de star genera
cambios en la organizacion espacial de los individuos lo que implica nuevas relaciones
de similitud entre estos. Ademas, el analisis de Clusters demuestra la reagrupacion de
3individuos: 742 (el cual no habia sido asignado a ninguin grupo, fue incluido en el grupo
de posibles machos), 744 y 755 (habian sido considerados como futuros machos,
pasaron a formar parte del grupo de futuras hembras). Esto sugiere que la influencia de
star es mas relevante a los 6 meses.
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Recientemente se publicé un marcador del sexo en esturiones, que también
sirve como marcador del sexo en el esturion siberiano y podra ser utilizado a nivel del
ADN gendmico. Por lo que, se realizaran nuevas experimentales con el objetivo de sexar
a través de ADNg individuos indiferenciados y de esta manera, poder comparar los
niveles de expresion de star obtenidos a través de PCR en tiempo real para ambos
sexos en diferentes etapas del desarrollo. Es por ello, que el laboratorio ha validado los
cebadores disefiados para star y se concentra en obtener nuevas muestras del periodo
de diferenciacion sexual que permitan validar los estudios de identificacion del sexo.

Por otra parte, los resultados obtenidos, evidencian la expresion de star en los
dos sexos. Lo que sugiere la presencia de una actividad esteroidogénica temprana. Esto
seria coherente con una produccion temprana de esteroides en el desarrollo gonadal
del esturién siberiano, tanto en machos como en hembras. Este resultado era esperable
si tenemos en cuenta la importancia de los esteroides sexuales para un correcto
desarrollo en peces. Por ejemplo, la inhibicion de la aromatasa durante el periodo clave
de diferenciacién sexual resulta en la inversion del sexo, es decir que ejemplares
genotipicamente hembras desarrollan un fenotipo masculino (Piferrer et al., 1994;
Baroiller et al., 1999; Guiguen et al.,, 1999; Guiguen et al., 2010). Ademas, la
administracion de estrégenos en machos, principalmente E2-173 dio como resultado la
inversion del sexo a hembras fenotipicas en varias especies de peces (Baroiller et al.,
1999; Guiguen, 2000; Piferrer, 2001). En esturién siberiano, se ha demostrado la
sensibilidad temprana de la gbénada a los estrégenos, a través de la estimulacion de
foxl2 (Lasalle 2019, Tesis de Maestria). En este mismo estudio se consolida la idea de
foxl2, aromatasa y hsd17bl, enzimas claves en la produccion de estrégenos, como
marcadores tempranos del desarrollo sexual femenino, evidenciando la produccién
estrogénica temprana. En esturiones también se ha logrado invertir el sexo hacia

hembras luego de aplicar tratamientos con estrogenos (Falahatkar et al., 2014).
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Por otro lado, si bien se ha demostrado la importancia de los andrégenos en la
diferenciaciéon, se ha relativizado el papel universal de estos, que no siempre se
encuentran sintetizados en el periodo previo a la diferenciacién sexual (Nakamura et al.,
1998). En machos de tilapia del Nilo solo se detecta produccion de enzimas esenciales
en la cascada esteroidogénica después de la diferenciacién testicular, lo que conduce a
pensar que los andrégenos no cumplen un rol importante en la diferenciacion de esta
especie (ljiri et al., 2008). En este trabajo ponemos en evidencia que podria haber una
produccién temprana de esteroides sexuales en machos, lo cual completa el panorama
observado usando transcriptomica en el cual las enzimas de la ruta esteroidogénica se
activan muy tempranamente, por lo que no se puede descartar la participacién de
andrégenos durante el periodo de diferenciacion sexual en esturiones. Son necesarios
mayores esfuerzos de investigacion dirigidos a entender el rol de los andrégenos
durante la diferenciacién sexual de esta especie, la cual ha sido poco estudiada en este
sentido.

El aumento de la expresiéon de star al final del periodo de diferenciacion
molecular con respecto al inicio del mismo es un factor relevante que contribuye a
diferenciar el patron global de expresion génica que caracteriza ambos estadios
estudiados. Este aumento de la expresion global de star a los 6 meses respecto de los
3 meses estaria indicando una mayor potencialidad de produccién global de esteroides
al final del periodo de diferenciacibn molecular y previo a la diferenciacion morfoldgica.
La diferenciacién morfologica en el esturion siberiano se puede identificar claramente a
los 8 meses de edad basados en la identificacion de grupos o clusters de ovocitos que
iniciaron su primera profase meiotica (Vizziano-Cantonnet et al 2016). Otros autores
sostienen que se puede identificar el sexo mas tempranamente, aproximadamente a los
4 meses de edad, simplemente teniendo en cuenta la superficie gonadal y sin tomar en
cuenta ninguna diferenciacién en la disposiciéon de las células germinales somaticas
(Rzepkowska y Ostaszewska, 2013), pero esto ultimo requiere de una validacion usando
el sexado genético que estd disponible desde hace muy poco tiempo. Esto permite
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suponer gue son necesarias mayores concentraciones de hormonas esteroideas
sexuales a medida que el periodo de diferenciacion avanzay se va aproximando al inicio
de la gametogénesis en hembras que ocurre hacia los 8 meses de edad en los
esturiones siberianos y mucho més tardiamente en los machos.

En otros peces es frecuente que la diferenciacion ovarica preceda la
diferenciacion testicular (Nakamura et al., 1998; Devlin y Nagahama, 2002; Striissmann
y Nakamura, 2002), por lo cual la produccién de androgenos especificos se esperaria
en etapas mas avanzadas. Seria interesante evaluar la expresion de star al comienzo
del periodo de diferenciacion morfolégica para entender mejor cual es la influencia de
esta proteina en una especie en donde la cascada molecular que desencadena la
formacion testicular y ovarica necesita de mayor investigacion (Vizziano-Cantonnet et
al., 2018).

La expresién de star en peces durante el periodo previo a la diferenciacién
morfol6gica, se comporta distinto segun la especie. Se ha reportado, en pez sable
(Anoplopoma fimbria), que la expresion de star durante esta etapa es significativamente
mayor en machos que en hembras y esto coincide con la participacion de los
andrégenos enddgenos durante la diferenciacion sexual (Hayman et al., 2021). En pez
gato (Clarias gariepinus), tanto la aromatasa como foxI2 presentaron gran actividad
durante esta etapa, lo que sugiere que los estrégenos, principalmente E2-173, serian
muy importantes en la diferenciacion de esta especie. Sin embargo, la actividad de star
apenas fue detectada en gonadas indiferenciados (Raghuveer et al., 2011), abriendo el
interrogante sobre la produccién real de estrogenos en esas etapas tempranas. A su
vez la cypllc (enzima importante en la sintesis de andrégenos 11-oxigenados) se
expresa en etapas posteriores indicando que este tipo de andrégenos no juegan un
papel esencial en la diferenciacion testicular (Raghuveer et al., 2011). En el medaka
(Oryzias latipes), los esteroides sexuales no estan involucrados en la diferenciacion
sexual (Kanamori et al., 1985; Kawahara y Yamashita, 2000; Suzuki et al., 2004), la cual
se da al momento de la eclosion. Sin embargo, es interesante resaltar que la expresion
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de star en hembras se da a los 25 dias después de la eclosién (Nakamoto et al., 2012),
posterior al inicio de la expresion de aromatasa la cual se da entre 5y 10 dias después
de la eclosion. Por otro lado, en tilapia del Nilo se constato la expresion sexo especifica
de aromatasa y foxI2 a los 5 dias después de la eclosién (durante el periodo de
diferenciacion sexual de esta especie), asi como también, la expresion de genes que
codifican para enzimas relacionadas con la produccion de E2-17p (ljiri et al., 2008),
sugiriendo que son esenciales en la correcta diferenciacion ovarica. Ademas, Yan et al
(2012) sugieren que el receptor de FSH, fshra parece estar involucrado en la
diferenciacién ovarica en tilapia del Nilo debido a la expresion diferencial de este
receptor en gobnadas femeninas entre los 5 y los 25 dias después de la eclosion, que
probablemente induce la expresién de aromatasa. Sin embargo, no se detecta la sobre
expresion de star durante el periodo de diferenciacion gonadal en tilapa del Nilo.

En trucha arco iris (Onchorynchus mykiss) la expresion de star se inicia bien
tempranamente en el mismo momento en que se sobre expresa la aromatasa en
cohortes monosexo hembras, y dias antes de la sobre expresion de la cypllc (que
convierte androgenos aromatizables en andrégenosll-oxigenados) (Vizziano et al
2007). En ese trabajo se muestra claramente la expresion de star desde las primeras
etapas del desarrollo femenino, junto a la aromatasa, el foxl2 y las enzimas que
controlan la esteroidogénesis (cypllal, hsd3b, cypl7al, sfl) indicando el potencial de
produccién temprana de estrégenos en truchas. A su vez star esta bien expresada
cuando la cypllc se ve activada en el desarrollo masculino sugiriendo que en este
modelo los andrégenos pueden mediar la diferenciacion sexual (Vizziano et al 2007).
Ademas, existe un aumento en la expresion de star a medida que avanza el periodo de
diferenciacion del sexo de las truchas, mostrando que esta proteina esta expresada
desde el inicio de la diferenciacion molecular del sexo y se incrementa en la fase previa
a la diferenciacion morfoldgica del sexo.

Teniendo en cuenta que star es necesaria para la sintesis de estrégenos, no
queda del todo claro como, en algunas especies, es posible que esta proteina se
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exprese posteriormente a otras enzimas gque se suponen posteriores en la cascada
esteroidogénica.

Con el objetivo de entender por qué en algunas especies la expresion de star no
se da al momento esperado, Yu et al (2014) demostraron, a través de su investigacion
en tilapia del Nilo, que existen dos paralogos del gen star que codifican para dos
isoformas de StAR: StARL1 (filogenéticamente mas relacionada con StAR de teledsteos
y tetrapodos) y StAR2 (pardlogo de StAR1 Unicamente documentada en teledsteos,
Xenopus y pollo). Ademas, observaron que no se detecta expresion de StAR1 durante
el desarrollo ovéarico, mientras que StAR2 fue regulada positivamente en goénadas
indiferenciadas a los 5 dias después de la eclosién, durante el periodo critico de
diferenciacién de la via femenina, coincidiendo con el inicio de la expresion de enzimas
esteroidogénicas como cypllal, hsd3b, cypl7al, aromatasay factores de transcripcion
como foxI2 y sfl, esenciales en la produccion de E2-178 (ljiri et al.,2008), al igual que
fuese descripto previamente en truchas (Vizziano et al 2007). Sugiriendo que es StAR2
y no StAR1 la que participa en la sintesis de estr6genos durante la diferenciacién sexual
en teledsteos (Yu et al., 2014).

Los datos obtenidos para el esturion siberiano a través de este estudio son
similares a los obtenidos en truchas (Vizziano et al 2007), ya que no soélo la star se
expresa tempranamente, sino que también aumenta en la fase previa a la diferenciacion
morfoldgica del sexo. Al igual que en truchas, no se trata de un gen de expresién sexo
dimorfica pero estaria indicando la capacidad temprana de producir esteroides de los
individuos indiferenciados.

Respecto de los genes parélogos de star (starl y star2) posiblemente hayan
surgido en la tercera ronda de duplicacién completa del genoma que ocurrié en la base
de los peces teledsteos (3R) y que habria dado lugar a la gran diversidad de especies
que componen este grupo (Meyer y Schartl, 1999). Los esturiones, son peces basales
que se desarrollaron luego de la 2R, pero no presentan una duplicacién completa del
genoma en su base. Sin embargo, algunas especies como es el caso del esturion
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siberiano sufrieron rondas de duplicacion completa del genoma, independientes de la
3R. En el transcriptoma gonadal producido en el laboratorio (Vizziano-Cantonnet et al
2018, Klopp et al., 2020) solo se encontré un contigo de star. De modo que es muy
posible que los paralogos de star se restrinjan a los peces teleGsteos y que de aparecer
en los peces basales habria surgido de un evento de duplicacién independiente al de
los teledsteos.

Debido a que en el genoma de sterlet se observan dos variantes de star, se
realizaran investigaciones a posteriori buscando entender cual es la relacion entre las
diferentes variantes descritas hasta el momento y la variante presente en el
transcriptoma de esturién siberiano.

En resumen, la expresion de star durante el periodo de diferenciacién sexual no
es igual en todas las especies, presentando niveles muy variables. En algunas como en
pez sable, en donde los andrégenos son importantes para la diferenciacién, se vio que
star sobre expresa en machos. En otras especies como pez gato y medaka no se detect6
su expresion durante este periodo, pero se detect6 un paralogo de star en tilapia del
Nilo que sobre expresa en hembras durante esta etapa y posiblemente sea la
explicacién de por qué en pez gato y medaka no se ha constatado la expresion de esta
proteina. Por dltimo, en esturién siberiano (a través de este estudio) y en trucha arcoiris
se observa la expresion de star en ambos sexos. Por lo que, en un futuro cercano se
realizaran estudios utilizando génadas de peces colectados entre los 2,5y los 6 meses

de edad previamente sexados, con el huevo marcador del sexo.

7.- Conclusion

A partir de los niveles de expresion relativa obtenidos para star a través de este
trabajo demostramos que esta proteina se expresa durante el periodo de diferenciacién
molecular en esturion siberiano. Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas

en la actividad de star entre los grupos formados que corresponderian a machos y
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hembras en diferenciacién, lo que estaria indicando que star también es necesaria en
machos durante este estadio, sugiriendo la posible produccién de andrégenos durante
la diferenciacion molecular. Un estudio con marcadores del sexo a nivel del ADNg

permitira confirmar las tendencias observadas.
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